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“He visto una multitud de animáculos, más de mil, moviéndose en un volumen igual al de un 
granito de arena y con delgadas colas transparentes”  
 
Antoni van Leeuwenhoek a William Brouncker, 1677. 
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RESUMEN 

RESUMEN 
1. RESUMEN 
 
La fragmentación del ADN de los espermatozoides es un nuevo parámetro que se 
considera un indicador importante de la calidad seminal y la fertilidad. El espermatozoide es la 
célula encargada de transportar el material genético masculino al óvulo. La calidad de la 
información genética contenida en la molécula de ADN transmitida por el espermatozoide es 
importante para el correcto desarrolllo del embrión. Varios trabajos han insistido en explorar la 
utilidad de este parámetro en la valoración de la calidad seminal y en la predicción del embarazo, 
de manera que existe una gran variedad de pruebas para estimar la integridad del ADN de los 
espermatozoides. En este trabajo se presentan dos técnicas nuevas para la determinación de la 
fragmentación del ADN en espermatozoides de mamíferos. La primera, llamada Test de 
Dispersión de la Cromatina del Espermatozoide está basada en la respuesta diferencial que 
ofrecen los núcleos espermáticos a la descondensación. Esta técnica, desarrollada inicialmente 
para espermatozoides humanos, es adaptada en este estudio para su utilización en 
espermatozoides de otras especies de mamíferos. Se trata de una técnica rápida, sencilla y muy 
reproducible para la determinación del daño de ADN presente en una muestra de 
espermatozoides. 
La segunda prueba presentada en este trabajo, es el ensayo cometa en dos dimensiones, este 
ensayo permite la evaluación simultánea de roturas de cadena doble y sencilla en el mismo 
espermatozoide. Se trata de una técnica también sencilla, fiable y muy reproducible para la 
determinación cuantitativa y cualitativa del daño de ADN en una muestra de espermatozoides. 
Con el uso de estas técnicas se profundiza en la utilidad de la determinación del índice de 
fragmentación en el diagnóstico del varicocele y en la predicción del embarazo en reproducción 
asistida. Además, se detalla la dinámica de la fragmentación del ADN in vitro, la relación de la 
fertilidad, la morfología, la maduración y la estructura de la cromatina del espermatozoide con la 
fragmentación del ADN y el efecto de la vacunación sobre la integridad del ADN. Estas técnicas 
se muestran especialmente útiles en la determinación de la calidad del material genético del 
espermatozoide. Su utilización podría orientar en el diagnóstico de algunas enfermedades como 
el varicocele y en la predicción del éxito o fracaso de embarazo en reproducción asistida así 
como contribuir en el estudio de la importancia, el origen y el tratamiento de la fragmentación del 
ADN en los espermatozoides de varias especies animales. 
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2. INTRODUCCIÓN 
2.1 Sobre el espermatozoide 
2.1.1 El espermatozoide en los mamíferos 
Los espermatozoides fueron identificados por primera vez en 1677 por el holandés Antoni 
van Leeuwenhoek (1632-1723) y un joven estudiante llamado Johan Ham Van Arnheim 
(Schierbeek, 1953). En 1694, Nicolás Hartsoeker (1656-1725) en su Essai de Dioptrique propuso 
la teoría del homúnculo y publicó un dibujo de algo semejante a un cuerpo humano dentro de un 
espermatozoide. En esa época, se estaba lejos de considerar el papel que los espermatozoides 
podían tener como agentes en la generación de un nuevo ser, de hecho, la mayoría los 
consideraron parásitos (Bonnet y Spallanzani, 1773). La teoría de que los espermatozoides 
formaban parte del semen y que iniciaban y participaban en el desarrollo del cigoto no fue 
aceptada hasta 200 años después. A finales del siglo XVIII y en el siglo XIX se produjeron 
importantes progresos. Lázaro Spallanzani (1729-1799) demostró en un famoso experimento 
que si el semen se filtraba perdía su capacidad fecundante y que debería haber algo que 
quedaba en el filtrado que era responsable de la fecundación (Spallanzani, 1785). Si bien no 
logró identificar que éstos eran los espermatozoides, se trató de un gran avance. Jean-Louis 
Prevost (1790-1850) y Jean-Baptiste Dumas (1800-1884) descubrieron los espermatozoides en 
los testículos de diversos animales, repitieron los experimentos de Spallanzani y concluyeron 
que éstos no eran parásitos y que su contacto con el óvulo era esencial para la fecundación 
(Prevost y Dumas, 1824). Finalmente, en 1875, Hertwig (1849-1922) demostró que la 
fecundación consiste en la penetración de un espermatozoide en el óvulo (Hertwig, 1876). 
Ahora sabemos que el espermatozoide (del griego esperma, semilla, y zoon, animal) es 
una célula haploide que constituye el gameto masculino de los animales, y que al fusionarse con 
el núcleo del gameto femenino forman un cigoto totipotente que dará lugar al embrión y 
posteriormente al feto.  
El espermatozoide de los mamíferos es una célula muy especializada, con rasgos únicos 
que no están presentes en ningún otro tipo celular y completamente diferente al óvulo Figura 1. 
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Mientras que el gameto femenino es una célula grande con reservas de nutrientes e inmóvil, el 
espermatozoide es una célula 10.000 veces más pequeña, sin reservas y móvil. Una de las 
consecuencias inmediatas de esta anisogamia es que la proporción de gametos masculinos 
respecto de los femeninos es muy alta, ya que el macho produce millones de espermatozoides 
durante toda su vida y la hembra unos 400-500 óvulos desde el inicio de la etapa fértil hasta la 
menopausia. 
El espermatozoide es la célula encargada de transportar el genoma paterno al óvulo. 
Además de la dotación cromosómica paterna, aporta el centrosoma, material perinuclear y 
algunos ARNs mensajeros al ovocito. También desencadena la activación de los recursos 
maternos almacenados en el ooplasma y de algunos genes durante el desarrollo embrionario 
inicial (Oliva y col., 2009). 
2.1.2 La estructura del espermatozoide 
El espermatozoide de los mamíferos está compuesto por una cabeza y una cola o flagelo 
recubiertos por una membrana plasmática (Figura 2). 
La cabeza del espermatozoide está formada por el acrosoma y el núcleo.  
El acrosoma es una gran vesícula secretora que contiene proteasas que favorecen la 
penetración del espermatozoide en el óvulo. Consta de una membrana externa que se pierde en 
la reacción acrosómica, y una membrana interna que posee moléculas receptoras que permiten 
la interacción del espermatozoide con la zona pelúcida del ovocito tras la reacción acrosómica 
(Figura 3). 
El núcleo está formado por ADN hipercondensado, gracias a la unión a protaminas. 
Además, está cubierto por una envoltura nuclear reducida carente de poros nucleares y por la 
teca perinuclear que le confiere resistencia y protección (Longo y col., 1987; Oko, 1995; Ho y 
Suarez, 2003). Ésta se divide en tres regiones con funciones distintas en el proceso de 
fecundación: la capa subacrosomal, que se localiza bajo el acrosoma y está unida a la 
membrana interna de éste, probablemente, estabiliza las moléculas receptoras de la membrana 
interna del acrosoma (Gerton, 2002; Yoshinaga y Toshimori, 2003); el segmento ecuatorial, que 
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presenta receptores implicados en la unión inicial de la cabeza del espermatozoide a la 
membrana plasmática del ovocito una vez atravesada la zona pelúcida y alcanzado el espacio 
perivitelino (Toshimori y col., 1992) y, la capa postacrosomal, que contiene factores de 
señalización activadores del ovocito llamados SOAF (Sperm Oocyte Activating Factors) 
(Sutovsky, 2003) que se liberan tras la fusión de la cabeza del espermatozoide con el oolema 
activando el ovocito e iniciando el desarrollo del cigoto (Figuras 3 y 4). 
El flagelo del espermatozoide está formado por el cuello, la pieza media, la pieza 
principal y la pieza terminal.  
El flagelo proporciona movilidad al espermatozoide. Consta de una organización de 
microtúbulos en el axonema, 9+2, esto es, 9 dobletes de microtúbulos periféricos conectados 
mediante brazos de dineína y un par de microtúbulos central. Alrededor de los microtúbulos 
periféricos hay 9 fibras densas externas que proporcionan flexibilidad y consistencia a la 
estructura durante el movimiento. El flagelo del espermatozoide puede dividirse en 4 regiones 
que comparten la estructura interna anteriormente descrita (9+2 microtúbulos y 9 fibras densas 
exteriores) pero difieren en su estructura externa. 
El cuello está compuesto por nueve columnas estriadas que son la continuación directa 
de las fibras densas externas de las otras regiones del flagelo. En el interior de estas 9 columnas 
está el capitulum que contiene, en la mayoría de los mamíferos, exceptuando los roedores, el 
centriolo proximal. 
La pieza media está envuelta por una hélice de mitocondrias que proporcionan al 
espermatozoide la energía necesaria para el movimiento (Figura 2 A). 
La pieza principal está separada de la pieza media por el annulus, un anillo transversal 
de material denso. Esta pieza está rodeada por la capa fibrosa, compuesta por dos columnas 
longitudinales paralelas a las fibras densas (Figura 2 B).  
La pieza terminal contiene los dobletes del axonema, el final de las fibras densas y la 
capa fibrosa. 
 19
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
Características exclusivas según la infraclase Eutheria o Metatheria. 
Aunque comparten estructuras comunes, los espermatozoides de los grupos Eutheria y 
Metatheria también presentan diferencias, principalmente en la cabeza, en su forma y rigidez; en 
la estabilidad del acrosoma y su membrana interna y, en la cantidad de enzimas acrosómicas. 
En los mamíferos de la infraclase Eutheria, la cabeza de los espermatozoides presenta 
una forma generalmente oval. El acrosoma cubre los dos tercios anteriores del núcleo y el flagelo 
se inserta en la base de la cabeza. La cromatina nuclear está formada en su mayoría por 
protaminas cuyas cisteínas se reducen formando puentes disulfuro que estabilizan y fortalecen la 
estructura nuclear (Figura 2). 
Los mamíferos de la infraclase Metatheria tienen una estructura de la cabeza del 
espermatozoide muy diferente. En las especies investigadas, la cromatina espermática es más 
frágil debido a que las protaminas carecen de cisteínas y no existen puentes disulfuro entre las 
fibras de cromatina salvo en los Planigale (Cummins, 1980; Retief y col., 1995b). En la mayoría 
de las especies de marsupiales, el núcleo forma una lámina perpendicular al flagelo que se 
inserta en el centro de la superficie ventral de éste. El acrosoma en este grupo de mamíferos 
generalmente tiene forma de boina (flat cap) y cubre parte de la superficie dorsal. En los pósum 
(Phalangeridae), canguros y wallabies (Macropodidae) cubre menos de la mitad de esta 
superficie, mientras que en los dasyúridos y bandicoots (Peramelidae) cubre una parte mayor 
(Temple-Smith, 1994) (Figura 5). 
Los espermatozoides de dos grupos de marsupiales australianos, wombats y koalas 
(suborden Vombatiformes) tienen una estructura radicalmente diferente a la del resto. La cabeza 
del espermatozoide está muy curvada, el acrosoma se localiza dentro de la concavidad nuclear y 
la cola se inserta en la parte más baja de la superficie convexa de la cabeza (Temple-Smith, 
1994; Breed y col., 2001) (Figura 5). 
Estas diferencias estructurales en los espermatozoides de los grupos Eutheria y 
Metatheria parecen ser el resultado de la adaptación a cambios en la estructura de la zona 
pelúcida del ovocito. La zona pelúcida del espermatozoide del grupo Eutheria es más gruesa y 
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resistente a la acción de proteasas que la de los marsupiales (Rodger y Bedford, 1982b; Bedford 
y Breed, 1994). Las características de ambos gametos, condicionan el mecanismo de 
penetración del espermatozoide en el ovocito. En el caso de las especies del grupo Eutheria, 
aunque existe una liberación de las enzimas del acrosoma, se ha sugerido que esta penetración 
es más un proceso físico que enzimático (Bedford, 1998). Las características del espermatozoide 
de los mamíferos de la infraclase Eutheria, su forma y rigidez, ayudan a que esta penetración 
sea posible. En el caso de las especies del grupo Metatheria, la penetración parece consistir 
principalmente en una lisis enzimática de la zona pelúcida (Rodger y Bedford, 1982a). 
Además de en la forma de la cabeza, existe una gran variación en el tamaño del 
espermatozoide y en las dimensiones de la pieza intermedia y la cola en las distintas especies 
(Gage, 1998; Morrow y Gage, 2000) (Tabla 1). Varios estudios han intentado explicar esta 
variación, algunos de ellos asocian positivamente la variación en el tamaño del espermatozoide a 
las dimensiones del tracto reproductivo femenino indicando una coevolución entre el 
espermatozoide y su ambiente de funcionamiento (Dybas y Dybas, 1981; Briskie y Montgomerie, 
1992; Pitnick y col., 1995; Presgraves y col., 1999; Morrow y Gage, 2000). Otros, lo asocian, 
también de manera positiva, al riesgo de competición espermática (Gomendio y Roldan, 1991) e 
incluso al tamaño corporal (Cummins y Woodall, 1985). 
Los tamaños de la cabeza, la pieza intermedia y el flagelo del espermatozoide parecen 
estar asociados (Cardullo y Baltz, 1991; Gage, 1998). El tamaño del flagelo influye en la 
velocidad del movimiento del espermatozoide. Los flagelos largos permiten mayores velocidades 
y fuerzas de empuje pero sobreviven periodos más cortos pues demandan más energía 
metabólica (Gomendio y Roldan, 1991; Gomendio y Roldan, 1993; Stockley y col., 1997; Levitan, 
2000). El volumen de la pieza intermedia presenta una relación lineal positiva con la longitud del 
flagelo (Cardullo y Baltz, 1991), proporcionándole más energía. Se desconoce qué condiciona el 
tamaño de la cabeza del espermatozoide. Se podría pensar que está definido por el tamaño del 
genoma que alberga pero esto no parece ser determinante, el tamaño de la cabeza no está 
relacionado con el tamaño del haplotipo (Gage, 1998). 
Los grupos de mamíferos Eutheria y Metatheria presentan tamaños del espermatozoide 
relativamente bien definidos. Los marsupiales presentan espermatozoides grandes que varían 
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desde 120 a 250 μm, aunque algunas especies tienen espermatozoides de tamaños más 
moderados, 70 μm (Cummins y Woodall, 1985). En el caso de los espermatozoides de los 
mamíferos del grupo Eutheria los tamaños están bastante conservados, el tamaño medio es 60 
μm, excepto el orden Rodentia en el que la mayoría de las especies presentan espermatozoides 
de 120 μm (Cummins y Woodall, 1985). El análisis de los tamaños de los espermatozoides en 
mamíferos muestra que existe una relación de tamaños espermáticos en los distintos órdenes 
que debe estar controlada genéticamente. 
2.1.3 La formación del espermatozoide 
La espermatogénesis es el proceso encargado de la producción de espermatozoides en 
los testículos por medio de la meiosis a partir de las células germinales. La etapa final de este 
proceso se llama espe miogénesis y en éste se produce la diferenciación de los espermatocitos 
a espermatozoides (Alberts y col., 2007). 
r
No obstante, la diferenciación del espermatozoide de los mamíferos no finaliza con la 
espermiogénesis, sino que continúa en el epidídimo, durante el proceso de maduración (Bedford, 
1979; Yanagimachi, 1994a) y en el tracto reproductivo femenino durante la capacitación (Austin, 
1952; Bedford, 1983; Visconti y col., 2002). Por tanto, el estudio de la diferenciación del 
espermatozoide ha de comprender todas estas etapas: espermatogénesis, espermiogénesis, 
maduración y capacitación (Esponda, 1985). 
2.1.3.1 La espermatogénesis y la espermiogénesis 
A pesar de las variaciones en la morfología del espermatozoide de las distintas especies 
de mamíferos, el proceso de la formación de espermatozoides en general y las distintas 
estructuras que aparecen, es similar en todas las especies. Este proceso de formación incluye 
tres fases (Holstein y Roosen-Runge, 1985; Alberts y col., 2007) (Figura 6). 
Una primera fase de proliferación en la que tiene lugar la multiplicación de los gonocitos 
que originan las espermatogonias. Los gonocitos son células de gran tamaño con un núcleo 
esférico y voluminoso, que invaden las gónadas primarias cuando este órgano está muy poco 
diferenciado (Eddy y col., 1981). En la etapa embrionaria, se producen una serie de divisiones 
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mitóticas de los gonocitos primitivos que dan lugar a las espermatogonias tipo A, células 
indiferenciadas diploides que permanecen quiescentes hasta la etapa prepuberal. En este 
momento, en el testículo, el incremento en la producción de hormonas gonadotrópicas, induce la 
proliferación masiva de las espermatogonias tipo A. Durante sucesivas mitosis, estas células 
comienzan a diferenciarse, algunas persisten como células troncales o madre, renovándose de 
manera continua (espermatogonias tipo A), y otras continúan el proceso de formación de 
espermatozoides (espermatogonias tipo B). Estas espermatogonias tipo B, mediante mitosis, 
originan los espermatocitos primarios (espermatocitos I, células diploides). 
En la siguiente fase, la fase meiótica, cada uno de los espermatocitos I originados 
mediante la primera división meiótica produce dos espermatocitos secundarios (espermatocitos 
II, células haploides). A continuación, cada uno de estos espermatocitos II completa la meiosis 
originando dos espermátidas (células haploides) que serán transformadas en espermatozoides 
durante la siguiente fase, la fase de diferenciación también llamada espermiogénesis. 
Durante esta fase, se produce la especialización de las espermátidas en 
espermatozoides. Se reduce el tamaño del núcleo y se condensan los contenidos nucleares 
(Meistrich y col., 2003); el aparato de Golgi forma una gran vesícula que se desplaza a las 
proximidades del núcleo y finalmente lo encapsula (Moreno y col., 2000); y los centriolos se 
localizan en el extremo posterior del núcleo y originan el flagelo (Fawcett y Phillips, 1969; Oko, 
1998). Finalmente, las mitocondrias se disponen alrededor de la parte anterior del flagelo 
formando la pieza intermedia (Cataldo y col., 1996) y el citoplasma y ciertos componentes 
celulares son desechados y fagocitados por las células de Sertoli (Figura 7).  
La espermiogénesis concluye con la espermiación, en la que los espermatozoides 
diferenciados se separan del epitelio seminífero y se liberan a la luz del túbulo (Guraya, 1995). 
Estos espermatozoides, todavía inmaduros, tienen parte de citoplasma alrededor del cuello, esto 
es, la gota citoplásmatica que será eliminada en el tránsito por el epidídimo (Cooper y Yeung, 
2003).  
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2.1.3.2 El testículo y el epitelio seminífero 
El testículo de los mamíferos está compuesto por la capa albugínea que forma tabiques 
que dividen el testículo en lóbulos. Cada uno de estos lóbulos contiene en su interior los túbulos 
seminíferos, encargados de la formación de los espermatozoides. Una vez formados, éstos son 
expulsados por los cilios del túbulo seminífero y la musculatura lisa que los rodea hacia la rete 
testis  y de aquí a los conductos eferentes que drenan a la cabeza del epidídimo (región caput) 
(Figura 8). 
En estos túbulos tiene lugar la espermatogénesis. Su histología es relativamente simple, 
constan de una membrana basal, células de Sertoli y células espermatogénicas (Alberts y col., 
2007). Las células de Sertoli constituyen el sustento físico y nutricional del proceso de 
diferenciación, además, secretan hormonas y fagocitan los restos celulares producidos durante 
la diferenciación. Estas células forman una única capa que se extiende desde la lámina basal 
hasta la luz del túbulo. Están unidas unas a otras mediante uniones  oclusivas localizadas cerca 
de la lámina basal, de manera que conforman dos compartimentos separados en el epitelio: el 
basal, en el que están dispuestas las espermatogonias; y el luminal, en el que se encuentran el 
resto de las etapas de la espermatogénesis. Estas uniones celulares forman la barrera 
hematotesticular. Esta barrera semipermeable impide a las células del sistema inmune infiltrarse 
en el lumen del epitelio seminífero evitando así el recubrimiento de los espermatozoides con 
anticuerpos que puedan dificultar su función. Las células espermatogénicas se disponen entre 
los citoplasmas de las células de Sertoli. En el curso de la espermatogénesis, las células 
germinales se trasladan gradualmente desde el lado basal del epitelio seminífero al luminal, de 
manera que las espermátidas se localizan en la periferia del túbulo seminífero y los 
espermatozoides se liberan a la luz del túbulo (Figura 9). 
La organización de las células en el epitelio seminífero no sólo consiste en este esquema 
(Figura 9), el túbulo seminífero presenta una organización específica muy peculiar. Cuando se 
examina la sección histológica de un túbulo seminífero (Figura 10) se observa que las células 
aparecen en grupos sincrónicos, es decir, grupos que están en la misma etapa de diferenciación. 
Además, en estas secciones, no se observan todas las etapas de la espermatogénesis al mismo 
tiempo, los diferentes tipos de células aparecen en combinaciones definidas, con la misma 
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secuencia de fases ocupando áreas exactas en los túbulos (Leblond y Clermont, 1952; Clermont 
y Bustos-Obregon, 1968; Russell y col., 1993).  
Este patrón se explica, por un lado, porque las células hijas generadas en cada paso 
meiótico permanecen unidas por puentes citoplasmáticos y, como resultado, las células de la 
misma fase se observan agrupadas. Por otro lado, en el epitelio seminífero se producen varias 
oleadas o ciclos espermatogénicos simultáneamente siguiendo una distribución helicoidal a lo 
largo del túbulo seminífero, de esta manera, en una región determinada del epitelio seminífero 
pueden observarse varias oleadas o ciclos (Phillips, 1974; Esponda, 1985; Holstein y Roosen 
Runge, 1985) (Figura 11). 
Entre los canales seminales formados entre las células de Sertoli están las células 
interesticiales de Leydig. Éstas son células endocrinas que producen la testosterona que junto 
con la hormona estimuladora del folículo (FSH), son esenciales para que se produzca la 
espermatogénesis 
2.1.3.3 La maduración en el epidídimo 
Los espermatozoides liberados a la luz del túbulo seminífero son transportados por la red 
testicular (rete testis) y los conductos eferentes hasta alcanzar el epidídimo donde son 
almacenados hasta el momento de la eyaculación. El epidídimo es un tubo estrecho y alargado, 
situado en la parte posterior superior del testículo que conecta los conductos eferentes al 
conducto deferente. Tiene tres regiones bien diferenciadas: región caput, donde los conductos 
eferentes se unen al epidídmo; región corpus o central y región cauda que desemboca en el 
conducto deferente. En su paso por el epidídimo, los espermatozoides sufren una serie de 
cambios morfológicos y fisiológicos que les proporcionan la capacidad de fecundar (Bedford, 
1975). Estos cambios son: la pérdida de la gota citoplasmática (Breucker y col., 1985), la 
formación de puentes disulfuro en el núcleo y en algunas estructuras del flagelo (Calvin y 
Bedford, 1971; Bedford y Calvin 1974a) y varias modificaciones en la estructura de la membrana 
plasmática con efectos en la motilidad, la capacidad de capacitación y de reacción acrosómica 
(Mooney y col., 1972; Feuchter y col., 1981; Yeung y col., 1993). La mayoría de estos cambios 
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ocurren en las regiones caput y corpus (Bedford, 1979; Bustillo y Rajfer, 1986; Hirsh y col., 
1993). 
Durante la eyaculación, los espermatozoides son propulsados a través del conducto 
deferente y la uretra y se mezclan con el plasma seminal, es decir, con secreciones de las 
vesículas seminales, la próstata y las glándulas burboretrales. El plasma seminal permite la 
coagulación rápida del eyaculado en la parte posterior de la vagina que tras un tiempo recupera 
su fluidez. Debido a su ligera alcalinidad, proporciona el medio adecuado para que los 
espermatozoides sobrevivan en el ácido entorno vaginal. Además, activa la motilidad de los 
espermatozoides y les proporciona los nutrientes necesarios para mantener la motilidad. 
Tras la eyaculación, un gran número de espermatozoides se encuentra en la parte 
posterior de la vagina cerca del cérvix uterino. El camino que han de seguir los espermatozoides 
hasta encontrarse con el ovocito en el ámpula de las trompas de Falopio es largo, a lo largo de 
este periodo, los espermatozoides experimentan un proceso de maduración llamado 
capacitación. 
2.1.3.4 La capacitación 
La fase final de la maduración espermática es la capacitación (Austin, 1952), ésta tiene 
lugar en el tracto genital femenino y requiere el contacto del espermatozoide con las  
secreciones del oviducto (De Jonge, 2005). Durante esta etapa se producen cambios y 
reorganizaciones de los componentes de la membrana plasmática (Cross, 2003; Harrison y 
Gadella, 2005) así como modificaciones en el acrosoma que permiten la reacción acrosómica 
(Michaut y col., 2000; Yunes y col., 2000). Además, el espermatozoide adquiere un movimiento 
con un fuerte batido del flagelo llamado hiperactividad (De Lamirande y Gagnon, 1993). 
2.1.4 El ADN del espermatozoide en los mamíferos 
El ADN del espermatozoide de los mamíferos está extremadamente condensado, es el 
ADN eucariótico más condensado, hasta 6 veces más que el cromosoma mitótico (Pogany y col., 
1981; Braun, 2001). Esta condensación extrema sólo es posible gracias a sus componentes 
estructurales y a su organización específica. 
 26
INTRODUCCIÓN 
2.1.4.1 Diferencias con las células somáticas 
El núcleo de la células somáticas está organizado en unidades discretas llamadas 
nucleosomas en las que aproximadamente 200 pares de bases de ADN rodean, dando casi dos 
vueltas, un octámero de histonas (Olins y Olins, 1974; Felsenfeld, 1978; Lilley y Pardon, 1979; 
McGhee y Felsenfeld, 1980). A su vez, series lineales de estos nucleosomas (fibra 10 nm) se 
enrollan de manera radial en hélices regulares para formar la fibra de 30 nm también llamada 
solenoide (Finch y Klug, 1976; Bak y col., 1977; Marsden y Laemmli, 1979) (Figura 12 A-C). Sin 
embargo, y aunque existen algunos casos de espermatozoides empaquetados siguiendo este 
modelo de nucleosomas (Keichline y Wassarman, 1979; Kharchenko y Nalivaeva, 1979), el 
espermatozoide de los mamíferos no tiene volumen suficiente para albergar el ADN 
empaquetado de esta manera (Pogany y col., 1981), por tanto, requiere una organización de la 
cromatina distinta (Balhorn, 1982).  
Varios estudios han revelado que el ADN del espermatozoide de la mayoría de los vertebrados 
está asociado a un tipo de proteínas llamadas protaminas (Balhorn, 1982). Las protaminas son 
pequeñas proteínas básicas, su tamaño es aproximadamente la mitad que el de las histonas y 
contienen entre un 55 y 70% de argininas (Coelingh y col., 1969; Bellve y col., 1975; Kawashima 
y Ando, 1978). Algunos animales presentan varios tipos de protaminas que difieren en la 
secuencia de aminoácidos, además el número de estas variantes varía de una especie a otra. 
Los espermatozoides de toro (Coelingh y col., 1972), cerdo (Tobita y col., 1983), oveja (Loir y 
Lanneau, 1975; Loir y Lanneau, 1978) y rata (Calvin, 1976; Kistler y col., 1976) contienen un solo 
tipo de protaminas mientras que el ratón tiene dos y los humanos tres (Puwaravutipanich y 
Panyim, 1975; Calvin, 1976; Sautière y col. 1988). 
Balhorn en 1982 propone un modelo para la estructura de la cromatina del 
espermatozoide, en el que detalla cómo se unen las protaminas al ADN y la forma en la que se 
establecen las interacciones entre las protaminas. El modelo describe que las protaminas, en su 
segmento central rico en argininas, adoptan una estructura extendida que se une al ADN en el 
surco menor. Esta unión neutraliza las cargas negativas de los grupos fosfato del ADN de 
manera que la repulsión electrostática desaparece y los complejos ADN-protaminas cercanos 
pueden aproximarse y unirse de manera estrecha (Feughelman y col., 1955). Para minimizar el 
 27
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
volumen, el modelo propone que la parte de las protaminas que no está unida al surco menor de 
una molécula de ADN, se coloca en el surco mayor de las moléculas de ADN adyacentes. De 
manera que los surcos menores de una molécula se yuxtaponen con los surcos mayores de la 
siguiente. Los complejos ADN-protaminas se unen unos a otros lateralmente mediante fuerzas 
de van der Waals en una estructura lineal (Figura 12). En este modelo, el ADN no presenta 
superenrollamiento (Risley y col., 1986; Ward y col., 1989; Ward y Coffey, 1991). En el 
espermatozoide, el ADN está organizado de manera más compacta que en las células somáticas 
pero menos enrollado. El modelo propone también la forma en la que se establecerían las 
interacciones entre las protaminas en algunos mamíferos. Las protaminas se unen por los 
extremos alrededor del ADN mediante la formación de puentes disulfuro inter e intra protaminas. 
Cómo se organiza tridimensionalmente esta estructura ha sido también motivo de estudio 
para muchos investigadores. En las células somáticas la fibra de 30 nm se organiza uniéndose 
cada 60.000 pares de bases de ADN a una estructura llamada matriz nuclear formando una serie 
de bucles o asas superenrolladas (Cook y col., 1976; Vogelstein y col., 1980; Pienta y Coffey, 
1984) (Figura 12 D-E). Esta estructura permite la organización de la cromatina de manera 
tridimensional en el núcleo (Nelson y col., 1986) y varía según el tipo celular (Fey y Penman, 
1988; Getzenberg y col., 1990). Cada bucle de cromatina representa una unidad de replicación 
cuyo origen está asociado permanentemente a la matriz (Vogelstein y col., 1980; Buongiorno-
Nardelli y col., 1982; Dijkwel y col., 1986; Vaughn y col., 1990). 
Esta estructura de bucles asociados a una matriz nuclear también está presente en la 
cromatina del espermatozoide (Figura 12 J) (Ward y col., 1989; Sotolongo y Ward, 2000). En 
ortópteros se ha descrito la presencia de un ADN triplex responsable del anclaje de estos bucles 
a la matriz (Cerná  y col. 2007)  Los bucles de ADN de los espermatozoides difieren de los de las 
células somáticas en el tamaño, son más pequeños, y en la ausencia de superenrollamiento 
(Risley y col., 1986; Ward y col., 1989; Ward y Coffey, 1991). El tamaño de los bucles no parece 
estar relacionado con el contenido haploide del ADN del espermatozoide sino con su función. El 
tamaño de los bucles de ADN se ha correlacionado en distintas especies con el tamaño de la 
unidad de replicación (Buongiorno-Nardelli y col., 1982) y se ha comprobado que las unidades de 
replicación en el tejido embrionario tienen un tamaño menor que en el tejido adulto (Hyodo y 
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Flickinger, 1973; Flickinger y col., 1986). Es posible, por tanto, que el tamaño de los bucles de 
ADN en los espermatozoides esté relacionado de manera funcional con la embriogénesis. 
Se sabe que el ADN está organizado en bucles unidos a la matriz nuclear pero, ¿cómo 
están empaquetados estos bucles en el núcleo del espermatozoide? Algunos experimentos de 
hibridación in situ de los centrómeros (Moens y Pearlman, 1989; Haaf y col., 1990) y el 
cromosoma Y (Guttenbach y Schmid, 1990; Wyrobek y col., 1990) revelan que éstos se localizan 
en centros discretos dentro del núcleo. Estos datos sugieren  que los bucles de ADN deben estar 
plegados en pequeños dominios dentro del núcleo. Otros experimentos realizados con 
microscopía de fuerza atómica describieron que el ADN de los espermatozoides está enrollado 
en grandes nódulos de tamaño suficiente para contener el equivalente a un replicón de ADN 
(Koehler y col., 1983; Allen y col., 1993).  
Basándose en estas evidencias, Ward en 1993 propone un modelo de plegamiento de 
los bucles de ADN en el núcleo del espermatozoide. En este modelo, cada bucle de ADN se 
estructura de manera circular en anchos círculos concéntricos superpuestos y se pliega en una 
estructura toroidal de aproximadamente 65 nm de diámetro (Hud y col., 1993; Brewer y col., 
1999; Brewer y col., 2003). Estos toroides están conectados por segmentos compuestos por 
cromatina más sensible a agentes dañinos como la ADNasa I llamados toroid linkers o 
conectores  (Sotolongo y col., 2003) (Figura 12 H-K). 
2.1.4.2 La remodelación de la cromatina 
Aunque no se conoce del todo, el proceso de remodelación de la cromatina está bastante 
documentado. Durante este proceso, las histonas que conforman los nucleosomas en las células 
somáticas son reemplazadas en primer lugar por proteínas de transición y finalmente por 
protaminas (Steger y col., 1998; Wouters-Tyrou y col., 1998; Meistrich y col., 2003), de manera 
que se elimina la organización del ADN de las células somáticas. 
Las proteínas de transición son un grupo heterogéneo de proteínas básicas. En la rata 
(Kistler y col., 1975), el ratón (Kleene y col., 1988), el cerdo, el toro (Kremling y col., 1989), la 
oveja (Chirat y col., 1991) y el hombre (Luerssen y col., 1988) se han identificado cuatro 
 29
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
proteínas de transición (TP 1-4). De éstas, la TP1 y TP2 son las mejor caracterizadas. La TP1 es 
una proteína pequeña de 54 aminoácidos rica en arginina, lisina y serina, algunas poseen 
cisteínas (Kremling y col., 1989; Chirat y col., 1991). La TP2 es una proteína de mayor tamaño 
que la 1, de entre 117 y 138 aminoácidos dependiendo de la especie, que contiene gran número 
de residuos de serina, prolina y cisteína (Cole y Kistler, 1987). Se sabe poco sobre las funciones 
específicas de las proteínas de transición. Parece que estas proteínas estabilizan el ADN tras la 
eliminación de los supenrenrollamientos y promueven la condensación (Levesque y col., 1998). 
Además, se ha propuesto que también participan en la reparación de las roturas de ADN que se 
producen durante la espermiogénesis (Caron y col., 2001a; Kierszenbaum, 2001). En algunos 
experimentos realizados in vitro, se ha comprobado que la TP1 disminuye la temperatura de 
fusión del ADN (Singh y Rao, 1987) y reduce la interacción del ADN con el core del nucleosoma 
(Singh y Rao, 1988; Akama y col., 1998). La actividad in vitro de la TP2 es distinta, aumenta la 
temperatura de fusión del ADN y compacta el ADN en el nucleosoma (Kundu y Rao, 1996; 
Akama y col., 1997). Sin embargo, aunque in vitro estas proteínas tienen funciones muy 
distintas, in vivo, parece que la falta de alguna de las TPs puede ser compensada por un 
incremento en el nivel de la presente (Yu y col., 2000; Adham y col., 2001).  
Las protaminas son proteínas muy básicas de bajo peso molecular que están asociadas 
al ADN en los núcleos espermáticos maduros. Se han identificado dos tipos de protaminas en 
varios mamíferos, las protaminas 1 y 2. La protamina 1 es un polipéptido de unos 50 
aminoácidos rico en arginina y cisteína. Su secuencia puede dividirse en tres dominos 
estructurales: la región amino-terminal que se caracteriza por la secuencia ARYRCC y la 
presencia de serina y treonina en la posición 8. Una región central rica en argininas que se 
presume que es la que se une al ADN, y una región carboxilo-terminal variable que contiene la 
mayoría de los aminoácidos hidrofóbicos. La protamina 2 es un poco más grande, entre 54 y 62 
aminoácidos, y posee una gran cantidad de residuos de histidina. La zona central está 
constituida principalmente por varios grupos de 3 ó 4 residuos de arginina mientras que la 
histidina y la cisteína están localizadas a intervalos irregulares a lo largo de la molécula 
(Dadoune, 2003). 
Cómo se produce el reemplazo de histonas por protaminas no está muy claro, pero 
parece estar asociado a modificaciones en la estructura de la cromatina como la acetilación 
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(Meistrich y col., 1992; Pivot-Pajot y col., 2003), la metilación (Sims y col., 2003),  la fosforilación 
(Prigent y Dimitrov, 2003; Zhang y col., 2004) o la degradación por ubiquitinización (Chen y col., 
1998; Baarends y col., 2000; Jason y col., 2002). Se ha propuesto que estas modificaciones 
definen señales específicas que son reconocidas por determinados factores capaces de 
modificar la estructura y función de determinados dominios de la cromatina (Jenuwein y Allis, 
2001; Govin y col., 2004; Khorasanizadeh, 2004). Las modificaciones más estudiadas son la 
acetilación y la degradación por ubiquitinización. Se cree que la acetilación facilita sustitución de 
las histonas por protaminas y que la ubiquitinización está implicada en la eliminación de las 
histonas. Además, las histonas somáticas son sustituidas por variantes testiculares, histonas 
específicas del testículo (Lewis y col., 2003) que se ha visto que están implicadas en 
determinadas funciones como la descompactación de la cromatina (De Lucia y col., 1994; 
Khadake y Rao, 1995) o la reparación del ADN (Malik y Henikoff, 2003). 
Se desconoce el mecanismo molecular de eliminación de los nucleosomas, sin duda los 
factores anteriormente descritos han de estar involucrados. La eliminación de los nucleosomas 
genera un gran número de superenrollamientos libres que no están presentes en el 
espermatozoide maduro, de manera que estos superenrollamientos han de ser eliminados. Esta 
eliminación de los superenrollamientos se produce mediante la introducción de roturas de 
cadena sencilla o doble en el ADN. Un solo corte por bucle de ADN no es suficiente para liberar 
la tensión torsional de éste, ni siquiera si todos los nucleosomas se liberan a la vez 
(Boissonneault, 2002). Se cree que los superenrollamientos se eliminan gradualmente a medida 
que los nucleosomas se liberan, y, para que el cambio topológico sea eficiente, se necesita un 
número considerable de roturas (Figura 13). De hecho, varios estudios detectan numerosos 
cortes en el ADN durante las fases intermedias de la espermiogénesis (McPherson y Longo, 
1993a; Sakkas y col., 1995; Smith y Haaf, 1998). 
El origen de estas roturas no se conoce bien, pero es evidente que se requiere una 
actividad nucleasa endógena. Se ha propuesto la topoisomerasa II (Roca y Mezquita, 1989; 
McPherson y Longo, 1993b) como responsable de la creación y reparación de estos cortes, 
aunque se ha sugerido que deben existir otros mecanismos pues, en ratones, las alteraciones en 
el proceso de condensación del ADN de los espermatoziodes no están siempre asociadas a 
alteraciones en el nivel de topoisomerasa II (Boissonneault, 2002). 
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Tras la eliminación de los superenrollamientos se necesita un mecanismo eficiente para 
reparar los cortes producidos en el ADN, pues estas lesiones no se detectan en las etapas 
finales de la espermatogénesis. Parece que el proceso de condensación iniciado por las 
proteínas de transición y completado por las protaminas juega un papel importante en la 
reparación de estas roturas. De hecho, algunos estudios han correlacionado alteraciones en el 
estado de condensación del ADN de los espermatozoides con altos niveles de fragmentación 
(Gorczyca y col., 1993a; Manicardi y col., 1998; Aoki y col., 2006; Benchaib y col., 2007). Se ha 
comprobado in vitro que tanto las TPs 1 y 2 como las protaminas, estimulan la oligomerización 
de pequeños fragmentos de ADN en presencia de la ligasa T4 (Sheflin y col., 1991; Levesque y 
col., 1998). Algunos trabajos han propuesto que las proteínas de transición son las únicas 
candidatas para participar en la reparación pues las protaminas no se detectan en etapas 
coincidentes con la reestructuración de las roturas de ADN en las espermátidas alargadas 
(Caron y col., 2001a). Las proteínas de transición, gracias a su capacidad para neutralizar los 
grupos fosfato negativos, permiten que los extremos libres del ADN se aproximen lo suficiente 
como para que actúe la ligasa. Pueden actuar como factores de alineamiento, en las roturas de 
cadena sencilla (Caron y col., 2001a; Pradeepa y Rao, 2007), o como puente entre fragmentos 
de ADN próximos entre sí en las roturas de cadena doble (Levesque y col., 1998). 
Sin embargo, aunque las proteínas básicas nucleares promueven la aproximación de las 
cadenas de ADN, ni las proteínas de transición ni las protaminas, poseen una actividad ligasa. 
Además de la topoisomerasa II, se piensa que la ADN ligasa III específica del testículo (ADN 
ligasa IIIβ) podría participar en la formación de los puentes fosfato del ADN (Mackey y col., 1997; 
Chew y col., 2000; Caron y col., 2001a; Caron y col., 2001b). 
El siguiente paso es la condensación de la cromatina. En la compactación participan dos 
procesos: la fosforilación y defosforilación de los residuos de serina y treonina de las protaminas 
(Marushige y Marushige, 1978; Mayer y col., 1981) y la formación de puentes disulfuro entre los 
residuos de cisteína de las protaminas (Bedford y Calvin, 1974b; Rodman y col., 1979; Balhorn y 
col., 1991; Ward y Coffey, 1991). En las etapas finales de la espermiogénesis, cuando las 
protaminas son transportadas al núcleo una vez sintetizadas, se fosforilan de manera masiva 
(Papoutsopoulou y col., 1999; Wu y Hecht, 2000). Esta fosforilación facilita la unión de las 
protaminas al ADN y va seguida de una defosforilación que parece estar asociada con el 
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aumento de la condensación de la cromatina del espermatozoide (Oliva y Dixon, 1991). A 
continuación se forman puentes disulfuro entre los grupos tiol de las protaminas adyacentes que 
confieren estabilidad a la cromatina (Marushige y Marushige, 1978; Balhorn y col., 1984). Se ha 
comprobado en distintas especies animales que esta estabilización de la cromatina comienza en 
el testículo y continúa en el tránsito por el epidídimo (Saowaros y Panyim, 1979; Tobita y col., 
1983; Huang y col., 1984; Shalgi y col., 1989; Yossefi y col., 1994). 
La función de la extremada condensación de la cromatina del núcleo del espermatozoide 
no está muy clara. Se cree que la estabilidad y compactación que las protaminas confieren al 
núcleo lo protegen en su tránsito hacia el ovocito. Las protaminas condensan tanto el ADN que lo 
hacen resistente tanto al estrés mecánico como  a la sonicación (Yanagida y col., 1991; Tateno y 
col., 2000) e incluso a la ebullición (Yanagida y col., 1991). Además, la condensación del ADN 
del espermatozoide parece importante para la fecundación, en concreto para la penetración de 
las capas que rodean al ovocito (Bedford y Calvin, 1974b). Aún con este nivel de condensación 
los espermatozoides son susceptibles de daño, la adecuada organización de la cromatina en el 
espermatozoide es importante para protegerlo de los efectos nocivos de muchos agentes 
genotóxicos. Los defectos en la organización de la cromatina se han asociado en muchos casos 
con la infertilidad. 
2.1.5 La fragmentación del ADN del espermatozoide 
2.1.5.1 El origen de la fragmentación del ADN del espermatozoide 
El mecanismo exacto por el que las anomalías de la cromatina nuclear se producen en 
los espermatozoides no se conoce, pero se han propuesto tres posibles orígenes. En primer 
lugar, se cree que podría ser el resultado del empaquetamiento anormal de la cromatina durante 
la espermiogénesis; en segundo lugar, consecuencia de la apoptosis defectuosa antes de la 
eyaculación; y por último, inducido por la producción excesiva de especies reactivas de oxígeno 
en el eyaculado.  
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Empaquetamiento anormal de la cromatina espermática  
Durante la espermiogénesis tiene lugar una reorganización de la cromatina espermática 
en la que se reemplazan las histonas por protaminas. Se postula que en este proceso es 
necesaria la actividad de enzimas que corten y liguen el ADN en determinadas etapas de la 
espermiogénesis (Marcon y Boissonneault, 2004) liberando el estrés de torsión y facilitando la 
protaminación y el empaquetamiento de la cromatina (McPherson y Longo, 1992; McPherson y 
Longo, 1993a; McPherson y Longo, 1993b). Un fallo en la reparación de estos cortes podría 
provocar que el espermatozoide llegara al eyaculado con su ADN fragmentado. De modo que, la 
presencia de roturas en el ADN de los espermatozoides eyaculados podría ser indicativa de un 
proceso de maduración incompleto (Manicardi y col., 1995; Ollero y col., 2001).  
Apoptosis defectuosa antes de la eyaculación  
La apoptosis es una muerte celular programada estrictamente regulada utilizada por las 
células somáticas para el desarrollo adecuado, la homeostasis y la eliminación de células 
dañadas o peligrosas (Kerr y col., 1972). Se caracteriza por condensación de la cromatina, 
cambios en la membrana plasmática, fragmentación de ADN, externalización de ciertos 
componentes de la membrana interna y fragmentación celular originando cuerpos apoptóticos 
(Nagata, 2000; Alberts y col., 2007). 
En los testículos de los mamíferos, las células germinales se expanden clonalmente en 
varias rondas de mitosis antes de iniciar su diferenciación a espermatozoides maduros. Esta 
expansión es excesiva y está equilibrada por un mecanismo de apoptosis selectivo (Billig y col., 
1996; Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). Un fallo en esta apoptosis permitiría que espermatozoides 
morfológicamente anómalos, con funciones bioquímicas irregulares y/o con daño de ADN, no 
fueran eliminados y estuvieran presentes en el eyaculado, indicando que ha tenido lugar un 
mecanismo apoptótico incompleto (Gorczyca y col., 1993a; Sakkas y col., 2002; Weng y col., 
2002). La presencia en los espermatozoides del eyaculado de marcadores apoptóticos podría 
ser el resultado no sólo de una apoptosis abortiva sino también de una apoptosis iniciada tras la 
eyaculación. Se ha visto que ciertas nucleasas endógenas pueden activarse en determinadas 
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condiciones y son capaces de digerir la cromatina del espermatozoide (Maione y col., 1997; 
Sotolongo y Ward, 2000; Sotolongo y col., 2003; Jones, 2004; Sotolongo y col., 2005). 
Producción excesiva de especies reactivas de oxígeno en el eyaculado 
La presencia de estrés oxidativo en el tracto reproductivo masculino tiene lugar cuando 
hay una producción excesiva de especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) 
por parte de los leucocitos activados y/o macrófagos (Saleh y Agarwal, 2002; Agarwal y col., 
2003), de los espermatozoides anormales (Gil-Guzman y col., 2001) y/o se produce una 
disminución de la capacidad antioxidante del semen (Saleh y Agarwal, 2002), y la producción de 
ROS supera la actividad de los agentes antioxidantes presentes en el plasma seminal.  
Las ROS son agentes oxidantes altamente reactivos que pueden provocar roturas en el 
ADN del espermatozoide (Aitken y Krausz, 2001; Aitken y col., 2003). En diversos estudios se ha 
descrito que la presencia de niveles altos de ROS es una causa importante de lesión en el ADN 
del espermatozoide (Kodama y col., 1997; Aitken y col., 1998; Lopes y col., 1998a; Saleh y 
Agarwal, 2002; Moustafa y col., 2004).  
Otros factores  
Otros factores físicos y químicos que parece que afectan al ADN de los espermatozoides 
son: la temperatura elevada (Sailer y col., 1997; Banks y col., 2005) tanto por un proceso febril 
(Evenson y col., 2000) como por un entorno laboral inapropiado (Oliva y col., 2001), la exposición 
a tóxicos ambientales o industriales (Sanchez-Pena y col., 2004; Rubes y col., 2005), el tabaco 
(Potts y col., 1999; Saleh y col., 2002b), la cafeína (Schmid y col., 2007), el cáncer (O'Flaherty y 
col., 2008), ciertos tratamientos como la quimioterapia (Fossa y col., 1997; Stefankiewicz y col., 
2006) y la radioterapia (Morris, 2002), ciertas deficiencias hormonales (Xing y col., 2003; Meeker 
y col., 2008), la edad avanzada (Singh y col., 2003a; Wyrobek y col., 2006; Schmid y col., 2007), 
el sobrepeso (Kort y col., 2006) etc.  
De todos modos, lo más probable es que la presencia de ADN fragmentado en un 
espermatozoide maduro sea  el resultado de la combinación de diferentes procesos. Los 
mecanismos propuestos podrían operar de manera conjunta. Es fácil asumir que el daño 
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generado por ROS esté asociado a un proceso apoptótico o que la persistencia de roturas 
resultado de una espermiogénesis anormal en un espermatozoide sea señalizada para su 
eliminación mediante apoptosis. 
2.1.5.2 La evaluación de la fragmentación del ADN del espermatozoide 
En la actualidad se dispone de varios ensayos para la evaluación de la integridad de la 
cromatina del espermatozoide.  
Ensayo SCSA  
La técnica SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) se basa en el principio de que la 
cromatina anormal presenta una mayor susceptibilidad in situ a desnaturalizarse parcialmente 
(Evenson y Jost, 1994). El grado de desnaturalización resultante tras un tratamiento ácido se 
determina midiendo el cambio metacromático del fluorocromo naranja de acridina de 
fluorescencia verde a fluorescencia roja (Darzynkiewicz y col., 1975; Evenson y col., 1980). Las 
cadenas dobles de ADN de los espermatozoides que tienen el ADN fragmentado pasan a ser 
cadenas sencillas, mientras que en aquellos espermatozoides con el ADN intacto se mantienen 
como cadenas dobles. El fluorocromo naranja de acridina se intercala entre las cadenas dobles 
como un monómero emitiendo fluorescencia verde y se liga a las cadenas sencillas como un 
agregado emitiendo fluorescencia roja (Van Duijn, 1954). El cociente de la fluorescencia roja y la 
fluorescencia roja más la verde permite calcular el índice de fragmentación de ADN (DFI) de una 
muestra.  En este ensayo, el DFI es una medida de la cantidad de cromatina de un 
espermatozoide que puede ser desnaturalizada por tratamiento ácido. 
Ensayo TUNEL   
El ensayo TUNEL (Terminal deoxinucleotidyl transferase-mediated deoxyUridine 
triphosphate-Nick End Labeling) detecta roturas de ADN de cadena sencilla y doble en una 
reacción enzimática catalizada por una transferasa terminal (Gavrieli y col., 1992; Gorczyca y 
col., 1993a, b) que une nucleótidos (dUTP) modificados al grupo hidroxilo libre del extremo 3´. 
Cuantas más roturas tenga el ADN mayor será la incorporación de nucleótidos. La cuantificación 
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de los nucleótidos incorporados puede realizarse microscópicamente o mediante citometría de 
flujo.  
Ensayo In Situ Nick Translation 
El ensayo de In situ Nick Translation (ISNT) cuantifica la incorporación de nucleótidos 
(dUTPs) modificados a las roturas de ADN de cadena sencilla en una reacción catalizada por 
una ADN polimerasa I. Este ensayo identifica espermatozoides con niveles variables de daño de 
ADN (Gorczyca y col., 1993b; Manicardi y col., 1995). Cuantas más roturas tenga el ADN mayor 
será la incorporación de dUTPs. La cuantificación de los nucleótidos incorporados se realiza 
microscópicamente.  
Ensayo DBD-FISH 
La técnica DBD-FISH (DNA Breakage Detection by Fluorescence in situ Hybridization) 
permite la detección de roturas de ADN mediante hibridación in situ fluorescente (FISH). Las 
roturas de ADN generan extremos de ADN de cadena sencilla a los que puede acceder la sonda. 
Cuantas más roturas tenga el ADN, mayor será la señal de hibridación. La cuantificación de la 
sonda hibridada se realiza microscópicamente (Fernández y col., 1998; Fernández y col., 2000; 
Fernández y Gosálvez, 2002).  
Ensayo SCGE  
El ensayo SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis), también conocido como ensayo 
cometa, consiste en la lisis y posterior electroforesis de células incluidas en un microgel de 
agarosa. Cuando el ADN descondensado de un espermatozoide se somete a la acción de un 
campo eléctrico, las moléculas de ADN se desplazan y generan una imagen parecida a un 
cometa. La cantidad de daño en el ADN se cuantifica midiendo la longitud y la densidad de la 
cola del cometa (Ostling y Johanson, 1984; Singh y col., 1988).  
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Test SCD  
El test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) se basa en la respuesta diferencial que 
ofrecen los núcleos de los espermatozoides cuando se someten a una desnaturalización ácida 
suave y a una posterior lisis de proteínas. Cuantificando los núcleos de cromatina dispersa y los 
núcleos condensados se puede estimar la fragmentación nuclear (Fernández y col., 2003; 
Fernández y col., 2005; Enciso y col., 2006).  
A pesar de las diferencias metodológicas, los resultados de la mayoría de estos ensayos 
correlacionan entre sí (Chohan y col., 2006).  
2.1.5.3 La importancia de la evaluación de la fragmentación del ADN del espermatozoide. 
Relación de la fragmentación del ADN del espermatozoide con la fertilidad 
La cromatina espermática es una estructura compleja y su integridad es fundamental 
para la transmisión segura de la información genética y para el mantenimiento de la buena “salud 
genética” de las generaciones futuras. El ADN del espermatozoide aporta la mitad del material 
genético a la descendencia y se requiere para la fecundación, el desarrollo del embrión y el 
correcto desarrollo fetal y posnatal.  
Aunque se han realizado enormes progresos en la comprensión de la fisiología del 
espermatozoide y de los mecanismos de interacción con el óvulo, todavía no está claro qué 
pruebas sirven para valorar la funcionalidad de un espermatozoide y predecir su funcionamiento. 
El análisis del semen sigue siendo la prueba clínica de laboratorio más importante de que se 
dispone para la evaluación del factor masculino. Los espermiogramas habituales se centran en la 
determinación de la concentración, la morfología y la motilidad de los espermatozoides, 
complementada con la posible valoración de ciertas pruebas funcionales y de determinados 
parámetros bioquímicos y enzimáticos del semen (WHO, 1999). Es evidente que el número y la 
concentración de los espermatozoides, su movilidad y su normalidad morfológica son factores 
importantes en la determinación de la probabilidad de éxito de un embarazo, tanto in vivo como 
in vitro (McLachlan y col., 2003). De hecho, los hombres fértiles tienen unos valores medios de 
estos parámetros seminales superiores a los de los hombres infértiles, aunque, hay un 
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solapamiento considerable entre estos grupos, aproximadamente un 15% de los varones 
estériles presenta un espermiograma normal (Guzick y col., 2001).  
Aunque constituye un pilar esencial para la evaluación de la esterilidad, en muchos casos 
el análisis del semen convencional no permite detectar la presencia de alteraciones sutiles en el 
espermatozoide que condicionan su funcionalidad. Se necesitan nuevos marcadores capaces de 
discriminar mejor los hombres fértiles de los infértiles y de predecir el éxito de embarazo y el 
riesgo de aborto.  
La integridad del ADN del espermatozoide se ha reconocido en los últimos años como un 
parámetro importante indicador de la calidad seminal y la fecundidad. Algunos estudios indican 
que el daño de ADN está asociado con anomalías en los parámetros seminales convencionales 
(Kodama y col., 1997; Irvine y col., 2000; Tomlinson y col., 2001; Saleh y col., 2003a; Acharyya y 
col., 2005). En otros casos, sin embargo, se ha visto que la integridad del ADN del 
espermatozoide es independiente de estos parámetros sugiriendo que su evaluación podría 
proporcionar información adicional (Spano y col., 1998; Evenson y col., 1999; Larson y col., 
2000; Giwercman y col., 2003; Fraser, 2004). Además, se ha reconocido que el daño de ADN 
puede ser la explicación de un elevado porcentaje de casos de infertilidad idiopática (Evenson y 
col., 1999; Host y col., 1999; Saleh y col., 2002a).  Aunque las anomalías de la cromatina 
espermática suelen estar presentes en hombres con una producción anormal de esperma y 
espermiogramas anormales, el 8% de los hombres con parámetros del espermiograma normales 
tienen una integridad de ADN anormal (Zini y col., 2001). En algunos casos, estas lesiones en el 
ADN podrían ser reparadas por el citoplasma del ovocito; en otros, la integridad del ADN es 
crucial para conseguir la fecundación, el desarrollo del embrión y un correcto desarrollo fetal y 
postnatal. 
Aunque, de momento, la integridad del ADN del espermatozoide no se mide de forma 
sistemática en el laboratorio de andrología, parece que podría ser un marcador interesante de la 
calidad seminal capaz de discriminar mejor los hombres fértiles de los infértiles y de predecir el 
éxito de embarazo y el riesgo de aborto. Además, el estudio del daño espermático es 
particularmente importante en una era en la que es muy frecuente el uso de técnicas de 
reproducción asistida. La transmisión iatrogénica de defectos genéticos es posible, pues estas 
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técnicas suponen un salto en los mecanismos de selección espermática natural e incrementan 
las posibilidades de que un espermatozoide con material genético alterado pueda fecundar un 
ovocito (Twigg y col., 1998b; Aitken, 1999; Gandini y col., 2004). En este contexto, parece 
prudente evaluar la integridad de la cromatina del espermatozoide en hombres infértiles antes de 
la reproducción asistida. 
Relación entre la fragmentación del ADN espermático y la fecundación, el desarrollo 
embrionario y el embarazo en humanos 
Varios trabajos han examinado la relación entre el daño de ADN del espermatozoide y la 
capacidad de una pareja para concebir de manera natural (Evenson y col., 1999; Spano y col., 
2000; Loft y col., 2003; Evenson y Wixon, 2008). Estos estudios sugieren que existe una 
asociación fuerte entre el daño de ADN espermático y el fracaso de embarazo natural.  
En el caso de la inseminación artificial intrauterina (IUI), algunos estudios han asociado 
niveles altos de daño de ADN espermático con tasas de embarazo bajas (Duran y col., 2002; 
Bungum y col., 2007), otros sin embargo, no han encontrado tal asociación (Muriel y col., 2006).  
En la fecundación in vitro (FIV), algunos estudios comprueban  que la tasa de 
fecundación correlaciona de manera negativa con la fragmentación del ADN del espermatozoide 
(Host y col., 2000; Aitken, 2004; Huang y col., 2005; Benchaib y col., 2007). En otros casos, no 
se encuentra asociación entre la tasa de fecundación y el daño de ADN del espermatozoide 
(Henkel y col., 2003; Frydman y col., 2008). Cuando se evalúa la influencia de la integridad del 
ADN en las tasas de embarazo tras FIV convencional los estudios indican que el daño de ADN 
espermático está asociado, aunque débilmente, al descenso de las tasas de embarazo mediante 
FIV (Host y col., 2000; Henkel y col., 2003; Boe-Hansen y col., 2006; Borini y col., 2006; 
Benchaib y col., 2007; Collins y col., 2008; Frydman y col., 2008; Zini y Sigman, 2009). Estas 
observaciones sugieren que el daño de ADN espermático tiene un impacto modesto en las tasas 
de embarazo mediante FIV. 
En el caso de la inyección intracitoplasmática (ICSI), los resultados son controvertidos. 
Algunos estudios afirman que el daño del ADN espermático se relaciona inversamente con la 
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tasa de fecundación (Lopes y col., 1998b). Además, parece que la proporción de 
espermatozoides con fragmentación de ADN influye negativamente en la tasa de implantación de 
los embriones obtenidos mediante ICSI y puede ser un buen valor predictivo en los casos de fallo 
recurrente en la implantación de embriones de buena calidad (Benchaib y col., 2003; Larson-
Cook y col., 2003). Por el contrario, algunos estudios concluyen que la fecundación mediante 
ICSI no se ve interrumpida por niveles altos de daño de ADN en el espermatozoide inyectado ni 
en el caso de espermatozoides procedentes del eyaculado, ni del testículo. En estos estudios no 
se ha observado el efecto negativo de los espermatozoides con ADN defectuoso en la 
fecundación (Twigg y col., 1998b; Henkel y col., 2003; Aitken, 2004; Lewis y col., 2004; Zini y 
col., 2005b), ni tampoco en el embarazo (Gandini y col., 2004; Huang y col., 2005; Lin y col., 
2008) Dos revisiones sistemáticas de los estudios realizados en ICSI indican que el daño de 
ADN espermático no tiene un impacto medible en las tasas de embarazo mediante ICSI (Collins 
y col., 2008; Zini y Sigman, 2009). Es posible que el proceso de selección de espermatozoides y 
embriones que tiene lugar en ICSI mitigue el potencial efecto adverso del daño de ADN 
espermático en el resultado de la reproducción.  
Aunque la fecundación pueda ser, en determinadas circunstancias, independiente de la 
integridad del ADN del espermatozoide, parece que el desarrollo posfecundación del embrión 
puede interrumpirse por este daño. Esta interrupción del desarrollo embrionario, está asociada 
presumiblemente a un fallo en la transcripción de genes dañados procedentes del genoma 
paterno (Braude y col., 1988; Tesarik y col., 2004; Tesarik, 2005). En los ciclos de reproducción 
asistida, el desarrollo embrionario correlaciona de manera negativa con el daño de ADN (Sun y 
col., 1997; Sakkas y col., 1998; Ahmadi y Ng, 1999; Morris y col., 2002; Virro y col., 2004). 
La fragmentación del ADN del espermatozoide se ha asociado también con la tasa de 
abortos. Varios estudios recogen la relación que existe entre el daño de ADN espermático y la 
pérdida del embarazo tras las técnicas de FIV e ICSI (Carrell y col., 2003a; Carrell y col., 2003b; 
Saleh y col., 2003a; Zini y col., 2005b; Borini y col., 2006; Benchaib y col., 2007; Lin y col., 2008). 
Una revisión sistemática y un metaanálisis de los estudios realizados muestran que el daño de 
ADN espermático está asociado con un aumento significativo de las tasas de aborto tras FIV e 
ICSI (Zini y Sigman, 2009)  
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A pesar de que parece que los espermatozoides con el ADN dañado presentan una 
capacidad de fecundación y establecimiento de un embarazo viables estadísticamente menor, se 
ha comprobado que, en algunos casos, estos espermatozoides son capaces de fecundar y de 
conseguir que un embarazo llegue a término (Twigg y col., 1998b; Gandini y col., 2004). Las 
consecuencias de este daño en la salud de la descendencia todavía no se conocen. Algunos 
estudios han comprobado que la infertilidad por  la presencia de una delección en el cromosoma 
Y se transmite al 100% de la descendencia masculina (Silber y Repping, 2002). Estudios en 
animales han demostrado que los espermatozoides dañados por exposición a agentes 
terapéuticos del cáncer pueden tener efectos adversos en la descendencia como 
translocaciones, mutaciones y malformaciones (Trasler y Doerksen, 1999; Hales y Robaire, 
2001). Por último, algunos trabajos relacionan los errores de impronta genómica paterna no sólo 
con una embriogénesis y tasa de embarazo anormal sino también con el desarrollo de algunas 
patologías serias (Falls y col., 1999; De Rycke y col., 2002; Gosden y col., 2003). 
En conclusión, en la actualidad se dispone de bibliografía en la que se evidencia que el 
daño del ADN espermático puede influir en el éxito de la reproducción humana. La aparente 
disparidad en algunas observaciones puede ser explicada por la variedad de las técnicas 
empleadas en la determinación del daño del ADN espermático, así como por el recurso a 
técnicas de reproducción asistida en pacientes con diversas etiologías y no sólo en los afectados 
de un factor masculino. No obstante, hay evidencias clínicas que muestran que el daño de ADN 
del espermatozoide es perjudicial para la fecundación, el desarrollo embrionario y el embarazo y 
que los espermatozoides de los hombres infértiles contienen más daño de ADN que los de los 
hombres fértiles. Sin embargo, la comprensión de la etiología del ADN espermático y el impacto 
de este defecto en el resultado de la reproducción siguen siendo muy elementales. Se necesitan 
más estudios para definir completamente el valor del análisis del daño de ADN del 
espermatozoide humano y el ensayo o combinación de ensayos adecuados para esto.  
Relación entre la integridad del ADN espermático y la fecundación, el desarrollo embrionario 
y la preñez en animales 
Aunque se ha obtenido mucha información sobre la fragmentación del ADN del 
espermatozoide a partir de estudios realizados en espermatozoides humanos, los trabajos 
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disponibles en animales son escasos. Los pocos estudios efectuados en mamíferos apuntan en 
la misma dirección que los realizados en humanos, un alto nivel de fragmentación parece estar 
asociado con una  fertilidad reducida (Evenson y Jost, 1994; Rybar y col., 2004). 
Varios estudios han explorado los efectos perjudiciales de la preservación del semen en 
la integridad del ADN del espermatozoide en distintas especies.  
En espermatozoides de cerdo, se han detectado cambios en la integridad del ADN 
durante la conservación tanto en medio líquido como congelado (Fraser y Strzezek, 2004; Boe-
Hansen y col., 2005; Fraser y Strzezek, 2005; Perez-Llano y col., 2006). Las condiciones de 
dilución y el tiempo de almacenamiento  también parece que afectan a la integridad del ADN 
(Boe-Hansen y col., 2005; Perez-Llano y col., 2006). En el caso de los espermatozoides de 
caballo, parece que la integridad de la cromatina se reduce como resultado del almacenamiento 
a bajas temperaturas (Linfor y Meyers, 2002; Baumber y col., 2003; Love y col., 2005). Algunos 
trabajos recientes han estudiado el efecto de la conservación de muestras de semen de distintas 
especies animales (cerdo, caballo, oveja) a 37ºC (Lopez-Fernández y col., 2007; Lopez-
Fernández y col., 2008a; Lopez-Fernández y col., 2008b) comprobando que la integridad del 
ADN de los espermatozoides disminuye a lo largo del periodo de incubación. 
La mayoría de los trabajos sobre la fragmentación de ADN realizados en mamíferos han 
estudiado la influencia del daño de ADN en el desarrollo embrionario y la fertilidad. Estos 
estudios asocian los niveles altos de fragmentación de ADN en espermatozoides con tasas de 
fertilidad y viabilidad embrionaria reducidas en especies como el toro (Ballachey y col., 1987; 
Bochenek y col., 2001; Januskauskas y col., 2003; Madrid-Bury y col., 2005), el cerdo (Evenson 
y col., 1994; Boe-Hansen y col., 2008), el caballo (Love y Kenney, 1998) y el ratón (Ahmadi y Ng, 
1999). Boe-Hansen y col. (2008) comprueban que existe una relación entre la fragmentación del 
ADN en espermatozoides de cerdo y la fertilidad. En este trabajo muestran que el SCSA es 
capaz de identificar individuos con fertilidad reducida con respecto al tamaño de la camada. 
Karabinus y col. (1990) relacionaron de manera negativa la tasa de no retorno con el índice de 
fragmentación de ADN calculado mediante SCSA en los espermatozoides bovinos. Los 
resultados de este estudio apoyan las relaciones publicadas de la estructura de la cromatina con 
la fertilidad en estos animales (Ballachey y col., 1986; Ballachey y col., 1987; Ballachey y col., 
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1988; Dobrinski y col., 1994; Januskauskas y col., 2000; Bochenek y col., 2001; Januskauskas y 
col., 2003; Madrid-Bury y col., 2005).  
En el caso de los espermatozoides de caballo también se han observado niveles de 
fragmentación de ADN superiores en el semen de individuos subfértiles que en el de individuos 
fértiles (Kenney y col., 1995). Además, varios trabajos comprueban que la integridad del ADN de 
los espermatozoides correlaciona de manera negativa con la tasa de embarazo estacional tanto 
en grupos de caballos de fertilidad diversa (Kenney y col., 1995; Morrell y col., 2008)  como en 
grupos de caballos fértiles (Love y Kenney, 1998). 
Algunos autores han propuesto la existencia de un umbral de daño de ADN espermático 
por encima del cual el desarrollo embrionario y el embarazo se impiden. Ciertos estudios clínicos 
realizados en espermatozoides humanos indican que los niveles de fragmentación del ADN 
superiores al 30% son prácticamente incompatibles con el inicio y mantenimiento de un 
embarazo a término (Evenson y col., 1999; Larson y col., 2000; Evenson y Wixon, 2008). En el 
caso de otros mamíferos, algunos autores han tratado de definir estos umbrales. En 
espermatozoides de cerdo se ha comprobado que individuos con índices de fragmentación de 
ADN espermático superiores al 15-20% presentan descensos apreciables en la tasa de fertilidad 
(Rybar y col., 2004). En espermatozoides de toro, se ha visto que medidas del índice de 
fragmentación por encima del 20% están asociadas con tasas de fertilidad bajas (Ballachey y 
col., 1988; Karabinus y col., 1990). En el caballo, Love (2005) sugirió que los niveles de 
fragmentación de ADN de espermatozoides de caballo por encima del 27% estaban asociados a 
fertilidad reducida. 
2.2 Sobre aspectos particulares del estudio 
2.2.1 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides humanos 
La fragmentación del ADN de los espermatozoides se ha considerado en los últimos 
años como una de las causas importantes de infertilidad masculina (Agarwal y Said, 2003; 
Sakkas y col., 2003). Sin embargo, y aunque la integridad del ADN parece un buen indicador de 
la calidad espermática, no se valora de manera rutinaria en el laboratorio clínico de análisis 
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seminal (De Jonge, 2002). La mayoría de las técnicas disponibles para detectar la fragmentación 
del ADN espermático: el ensayo TUNEL (Gavrieli y col., 1992; Gorczyca y col., 1993a,b), el 
ensayo de ISNT (Gorczyca y col., 1993b, Manicardi y col., 1995), el ensayo cometa (Ostling y 
Johanson, 1984; Singh y col., 1988) o el SCSA (Evenson y Jost, 1994), son laboriosas, requieren 
instrumentación cara o el uso de enzimas cuya actividad y accesibilidad a las roturas puede 
verse dificultada por la extrema condensación de la cromatina del espermatozoide. De manera 
que estos procedimientos son más adecuados para el campo de la investigación que para la 
utilización rutinaria en el laboratorio de andrología. 
En los últimos años se ha desarrollado otro procedimiento para determinar la 
fragmentación del ADN en espermatozoides humanos llamado test de la Dispersión de la 
Cromatina de Espermatozoides (SCD) (Fernández y col., 2003; Fernández y col., 2005). Este 
test está basado en la respuesta diferencial que ofrecen los núcleos de los espermatozoides 
cuando se someten a una desnaturalización ácida suave y una posterior desproteinización. 
El objetivo de este primer estudio es comprobar que el test SCD es una prueba rápida, 
fiable y reproducible para la evaluación de la cantidad de daño de ADN presente en una muestra 
de espermatozoides humanos. También se pretende probar la eficacia de los soportes 
informáticos de análisis de imagen Leica Qwin Pro y Volocity para identificar espermatozoides 
con distintos niveles de daño. 
2.2.2 La fragmentación del ADN de los espermatozoides de pacientes con varicocele 
El varicocele se ha considerado durante años como la principal causa de infertilidad 
masculina (Schlesinger y col., 1994; Benoff y Gilbert, 2001; Hauser y col., 2001). Ocurre 
aproximadamente en entre el 15 y el 20% de la población general masculina, especialmente en 
adolescentes, en el 19-41% de los hombres que siguen un tratamiento de infertilidad y 
aproximadamente en el 80% de los hombres con infertilidad secundaria. A pesar de los 
numerosos trabajos publicados sobre el tema, los mecanismos patogénicos mediante los cuales 
el varicocele induce la disfunción testicular y la infertilidad no se conocen completamente 
(Marmar, 2001), pues ciertas cuestiones sobre los efectos del varicocele en la cantidad y la 
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calidad espermática y el mecanismo mediante el cual el varicocele produce fallos en la 
espermatogénesis son difíciles de abordar.  
El varicocele se caracteriza por estasis venosa, temperatura testicular elevada y 
acumulación de metabolitos tóxicos en los testículos (Comhaire, 1991; Sweeney y col., 1995; 
Benoff y col., 2004). En 1973, Zorgniotti y Macleod proporcionaron evidencias que demostraron 
que la temperatura escrotal en el varicocele era superior a lo normal (+0,6-0,8ºC). En un estudio 
posterior, Goldstein y Eid (1989) obtuvieron medidas directas de las temperaturas 
intratesticulares y confirmaron que los pacientes con varicocele tenían temperaturas 
significativamente superiores comparadas con el control (34ºC) tanto para el testículo izquierdo 
(+2,7ºC) como para el derecho (+2,4ºC).  
El varicocele también conduce a una producción elevada de ROS y altas tasas de 
apoptosis, tanto en los testículos como en el semen (Simsek y col., 1998; Barbieri y col., 1999; 
Hendin y col., 1999). Los espermatozoides son particularmente sensibles al estrés oxidativo pues 
sus membranas plasmáticas están llenas de ácidos grasos poliinsaturadas y tienen 
concentraciones bajas de enzimas catalasas en sus citoplasmas (Saleh y Agarwal, 2002). 
También se ha detectado una elevada frecuencia de espermatozoides con el ADN 
fragmentado en el eyaculado de sujetos con varicocele en comparación con sujetos fértiles 
(Chen y col., 2004; Saleh y col., 2003b). Se sabe poco sobre los mecanismos celulares 
responsables de las bajas tasas de fertilidad en el varicocele pero la combinación de estos 
factores podría ser responsable de  esto.  
El objetivo de este segundo estudio es determinar la fragmentación del ADN 
espermático, usando el test SCD, en muestras pertenecientes a pacientes infértiles con 
varicocele detallando el perfil relativo de las diferentes categorías de daño de ADN nuclear y 
compararlo con los resultados obtenidos en hombres fértiles e infértiles de diferente etiología. 
Además en un intento de profundizar en el origen del daño de ADN espermático en estos 
pacientes, se postula que éste podría ser el resultado de la temperatura elevada y el alto nivel de 
producción de ROS característicos de esta patología. Se trata de probar la hipótesis de que la 
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producción anormal de espermatozoides con un nivel alto de daño de ADN en pacientes con 
varicocele es el resultado del estrés calórico, el estrés oxidativo o la combinación de ambos.  
2.2.3 El ensayo cometa en dos dimensiones en espematozoides humanos 
El ensayo cometa fue desarrollado en 1984 por Ostling y Johanson. En este ensayo, las 
células inmersas en una matriz de agarosa sobre un portaobjetos de cristal se lisan con 
detergentes y sales en altas concentraciones dando lugar a núcleos desproteinizados llamados 
nucleoides. A continuación, el ADN se somete a una electroforesis en la que las hebras de ADN 
roto migran hacia el ánodo formando, a partir del nucleoide, una estructura de morfología similar 
a un cometa. Cuanto más grande y/o densa sea la cola del cometa, mayor será el daño de ADN. 
Se han desarrollado dos tipos de ensayo cometa: el ensayo cometa neutro, en el que el ADN 
migra en condiciones neutras, para la identificación de roturas de ADN de cadena doble (Olive y 
col., 1991), y el ensayo cometa alcalino, en el que el ADN se mueve en condiciones alcalinas 
que desnaturalizan el ADN y detecta roturas de ADN de cadena sencilla y doble sin distinción 
(Singh y col., 1988). 
Además del ensayo cometa, existen otros métodos para evaluar la integridad de la 
cromatina de los espermatozoides, los más populares son: SCSA (Evenson y Jost, 1994), ISNT 
(Manicardi y col., 1995) y TUNEL (Gavrieli y col, 1992; Gorczyca y col., 1993a, b). Otras 
alternativas son el DBD-FISH (Fernández y col., 2000) y el test SCD (Fernández y col., 2003), 
pero ninguno de estos métodos es capaz de discriminar entre roturas de ADN de cadena sencilla 
y doble simultáneamente en la misma célula. La identificación del tipo y la cantidad de daño de 
ADN presente en los espermatozoides podría tener implicaciones clínicas y biológicas 
importantes, pues la reparación por parte del ovocito de las roturas de ADN de cadena doble 
parece más difícil que la reparación de roturas de ADN de cadena sencilla (Khanna y Jackson, 
2001). Esto mismo se podría aplicar a las roturas de ADN de cadena sencilla a gran escala. Las 
versiones neutra y alcalina del ensayo cometa son capaces de distinguir ambos tipos de roturas, 
pero no de manera simultánea en el mismo ensayo, sino que son necesarios dos experimentos 
independientes. En este tercer estudio se presenta un ensayo cometa modificado, el ensayo 
cometa en dos dimensiones, para identificar ambos tipos de roturas de ADN, a la vez, en la 
misma célula. El objetivo es validar la capacidad del ensayo cometa 2D para caracterizar 
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simultáneamente roturas de ADN de cadena sencilla y doble en el mismo espermatozoide 
humano. 
2.2.4 La fragmentación del ADN de espermatozoides humanos como indicador de la 
fertilidad  en Reproducción Asistida 
Durante los últimos 30 años, el uso de la reproducción asistida ha aumentado 
sustancialmente (Katz y col., 2002). Actualmente, las técnicas de reproducción asistida se 
proponen de manera habitual como terapia para paliar los problemas de fertilidad. La IUI es la 
primera opción de tratamiento en las parejas con infertilidad de factor masculino no severo, 
infertilidad idiopática, hostilidad del mucus cervical y problemas ovulatorios (Requena y col., 
2002). Este tratamiento precede normalmente a otras opciones más caras como la FIV o la ICSI.  
En todas estas técnicas de reproducción asistida, los espermatozoides se procesan 
previamente. Los protocolos de preparación de espermatozoides para reproducción asistida más 
utilizados son la centrifugación en gradiente de densidad y el swim up. La capacidad de estos 
métodos para aislar espermatozoides funcionalmente competentes podría ser decisiva en el 
resultado de la técnica de reproducción aplicada. Hasta la fecha no hay consenso sobre cuál es 
el mejor método para aislar espermatozoides funcionalmente competentes ni tampoco sobre el 
efecto de estas técnicas en la integridad del ADN. 
Se han propuesto muchos factores pronóstico para la IUI: la edad de la mujer (Hendin y 
col., 2000), el grosor del endometrio y el número de folículos en la ovulación, la etiología y la 
duración de la infertilidad (Khalil y col., 2001), la presencia y el tipo de estimulación ovárica, el 
tiempo y el número de inseminaciones (Ragni y col., 1999), el porcentaje de espermatozoides 
con morfología normal (Ombelet y col., 1997), la motilidad (Hendin y col., 2000) y el número total 
de espermatozoides móviles inseminados (Van der Westerlaken y col., 1998). En el caso de la 
FIV y la ICSI, los factores pronósticos sobre la probabilidad de éxito son, antes de la aplicación 
del tratamiento, la edad de la paciente y el origen de su esterilidad (Lim y Tsakok, 1997; De la 
Rochebrochard y Thonneau, 2002; Pellestor y col., 2003). Una vez efectuada la técnica, los 
principales condicionantes de la probabilidad de gestación son: la edad de la mujer (Padilla y 
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Garcia, 1989) y el número y la calidad de los embriones transferidos (Hydén-Granskog y col., 
2005; Salumets y col., 2006). 
Sin embargo, el análisis seminal estándar sigue siendo el estudio más usado en la 
evaluación de la pareja infértil, a pesar de que su valor pronóstico, en reproducción asistida, es 
escaso (Bonde y col., 1998; Host y col., 2001). En base a los parámetros seminales 
convencionales se decide el tratamiento que sigue una pareja, de manera que, algunos 
pacientes siguen terapias carísimas de FIV o ICSI cuando no hay tratamiento o, por el contrario, 
se tratan con IUI o FIV convencional cuando lo que se tenía que haber aplicado es la ICSI. La 
identificación de características espermáticas capaces de predecir el éxito de las distintas 
técnicas de reproducción asistida es de suma importancia en el tratamiento de la infertilidad.  
En los últimos años varios autores han demostrado que la integridad del ADN influye en 
el proceso de la fecundación tanto natural como asistida (Agarwal y Said, 2003; Sakkas y col., 
2003) y en el desarrollo normal del embrión (Brinkworth, 2000). El objetivo de este cuarto estudio 
es determinar la utilidad del índice de fragmentación evaluado mediante el test SCD y el ensayo 
cometa 2D en la predicción del embarazo en reproducción asistida, por un lado en la IUI y, por 
otro, en FIV e ICSI. Además, se pretende comprobar la eficacia de los protocolos de 
procesamiento de muestras seminales, centrifugación en gradiente de densidad y swim up en la 
eliminación de espermatozoides con roturas de ADN y la influencia que éstos pueden tener en el 
resultado de las distintas técnicas de reproducción asistida estudiadas.  
2.2.5 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de cerdo. Efecto de la 
ADNasa sobre la fragmentación del ADN 
A pesar de su reconocido valor en humanos, el análisis de la fragmentación del ADN en 
espermatozoides de especies animales de interés comercial, apenas se ha abordado. Sólo se 
han realizado contados estudios aplicando el test SCSA. Así, resultados muy preliminares 
usando dicho test en ganado vacuno (Karabinus y col., 1990), ovino (Sailer y col., 1995) y 
porcino (Gillan y col., 2005; Boe-Hansen y col., 2008) establecen una correlación entre la tasa de 
fragmentación del ADN y la disminución de fertilidad en estas especies. Estos escasos 
resultados animan a intentar implementar el test SCD para poder analizar, de forma sencilla, los 
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niveles de fragmentación del ADN en espermatozoides de diferentes especies animales. El 
propósito de este quinto estudio es ajustar el protocolo del test SCD para su utilización sobre 
espermatozoides de cerdo y mostrar la estrecha correlación que existe entre las imágenes de 
halos generadas por la aplicación del test SCD en semen de cerdo y las pruebas moleculares 
que suscriben la presencia de ADN fragmentado. 
Por otro lado, se pretende analizar la estabilidad del ADN de los espermatozoides de 
cerdo en muestras de semen conservadas en distintos diluyentes y condiciones de preservación 
en un intento de aclarar la dinámica de la fragmentación de ADN  in vitro y dilucidar los posibles 
mecanismos implicados. 
2.2.6 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de toro. Relación de la 
morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
Las anomalías morfológicas del espermatozoide se han asociado desde hace tiempo con 
infertilidad masculina y esterilidad en la mayoría de las especies de animales estudiadas 
(Ombelet y col., 1995; Ostermeier y col., 2001; Kubo-Irie y col., 2005). De hecho, el número de 
espermatozoides, la motilidad y el porcentaje de espermatozoides con morfología normal son 
criterios que se usan habitualmente para evaluar la calidad seminal en muchos animales. La 
estructura del espermatozoide y su morfología parece que juegan un papel importante en la 
fecundación y el embarazo (Wiltbank, 1986; Karabinus y Gelety, 1997; Saacke y col., 2000; 
Hauser y col., 2001). Lo mismo ocurre con la integridad del ADN, muchos estudios afirman que 
existe relación entre los niveles altos de daño de ADN y algunos problemas reproductivos 
(Ballachey y col., 1987; Evenson, 1999; Rubio y col., 2001; Agarwal y Said, 2003; Evenson y 
Wixon, 2006). La influencia de ambos parámetros, la morfología espermática y la integridad del 
ADN en la capacidad masculina para fecundar, sugiere que estos parámetros puedan estar 
relacionados y que un espermatozoide morfológicamente anormal tenga probablemente una 
estructura de la cromatina defectuosa, o un alto nivel de daño de ADN. Varios estudios coinciden 
al afirmar que una morfología espermática deficiente se asocia estadísticamente con anomalías 
cromosómicas (Viville y col., 2000; Calogero y col., 2001; Kovanci y col., 2001; Lewis-Jones y 
col., 2003; Sun y col., 2006), inestabilidad de la cromatina (Kubo-Irie y col., 2005) o estructura 
anormal de la cromatina (Celik-Ozenci y col., 2004).  
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En este sexto estudio se explora la relación entre la fragmentación del ADN del 
espermatozoide y la presencia de anomalías morfológicas clasificadas según los criterios 
definidos por Blom. El objetivo es examinar la posible correlación entre el daño de ADN y las 
anomalías morfológicas presentes en el mismo espermatozoide con la idea de dilucidar si el 
daño de ADN puede influir la presencia de cierto tipo de anomalías morfológicas en el 
espermatozoide bovino o viceversa.  
2.2.7 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de ratón. Relación de la 
maduración del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
El epidídimo de los mamíferos es el lugar donde los espermatozoides, funcionalmente 
incompetentes originados en el testículo, sufren una maduración final que les proporciona la 
capacidad para fecundar el ovocito. Este proceso implica una serie de modificaciones 
bioquímicas y biofísicas que estabilizan gradualmente la mayoría de las estructuras del 
espermatozoide, los componentes de la cromatina, la pieza intermedia y la cola (Bedford, 1975). 
Durante la espermiogénesis de los mamíferos tiene lugar un importante proceso de 
remodelación de la cromatina. Este proceso en la mayoría de los mamíferos tiene dos fases 
principales: la sustitución de histonas por protaminas (Bellve y col., 1975; Goldberg y col., 1977) 
y la formación de numerosos puentes disulfuro entre las protaminas (Haidl, 1994; Said y col., 
1999). Este cambio en la estructura de la cromatina requiere la aparición transitoria de roturas en 
el ADN para facilitar el intercambio de histonas por protaminas y eliminar la mayoría de los 
superrenrollamientos presentes en la cromatina de las células somáticas (Risley y col., 1986; 
Ward, 1994). El origen de estas roturas de ADN y el mecanismo molecular implicado no se 
conoce bien y tampoco el mecanismo de reparación se ha detallado en profundidad. 
El objetivo de este séptimo estudio es explorar el nivel de fragmentación de ADN y de 
protaminación en espermatozoides de ratón pertenecientes a distintas partes del epidídimo para 
intentar aclarar los cambios que se producen en el proceso de maduración de los 
espermatozoides en el epidídimo y la presencia de roturas de ADN en este proceso.  
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2.2.8 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de caballo. Relación de 
la fertilidad con la fragmentación del ADN 
En los últimos años se han evaluado varios parámetros seminales en los caballos de cría 
con la idea de encontrar alguno capaz de predecir la fertilidad potencial de una muestra. Entre 
otros, la integridad del ADN se considera un buen candidato pues se cree que está íntimamente 
relacionada con la fertilidad masculina. Algunos estudios, realizados usando el test SCSA en 
espermatozoides de caballo, revelan que el aumento en la cantidad de roturas de ADN de 
cadena sencilla en muestras de semen está asociado con una fertilidad reducida (Kenney y col., 
1995; Love y Kenney, 1998). También se ha demostrado que las tasas de desnaturalización de 
la cromatina espermática son superiores en el semen de caballos subfértiles comparado con el 
de los caballos fértiles y que la tasa de desnaturalización correlaciona negativamente con la tasa 
de embarazo estacional (Kenney y col., 1995). En este octavo estudio se presenta una 
adaptación del test SCD para detectar fragmentación de ADN en espermatozoides de caballo 
tanto en muestras de semen frescas como congeladas. El objetivo de este estudio es validar la 
eficacia del test en la detección de daño de ADN en muestras de semen de caballo comparando 
los índices de fragmentación obtenidos con los determinados mediante el ensayo de ISNT. 
Además, se analizará el DFI de 23 muestras de caballo criopreservadas, comparando los DFIs 
calculados con la tasa de embarazo y el número de servicios por embarazo, con la idea de 
probar la eficacia del test en el análisis de la fertilidad. 
2.2.9 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de oveja. Efecto de la 
vacunación sobre la fragmentación del ADN 
La fragmentación del ADN espermático ha sido el objeto de muchos estudios en los 
últimos años tanto en humanos (Agarwal y Allamaneni, 2004; Evenson y col., 1999) como en 
otros mamíferos (Rybar y col., 2004; Waterhouse y col., 2006). Sin embargo, el mecanismo 
exacto por el que se origina la fragmentación del ADN en los espermatozoides no se conoce, 
aunque la apoptosis, el estrés oxidativo o la permanencia de las roturas de ADN producidas 
durante el proceso de protaminación en la espermiogénesis se han propuesto como causas 
directas. Se sabe también que otros factores como la exposición a contaminantes ambientales 
(Rubes y col., 2005), el consumo de tabaco (Saleh y col., 2002b), la temperatura elevada (Banks 
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y col., 2005; Evenson y col., 2000; Oliva y col., 2001) o la edad avanzada (Schmid y col., 2007) 
podrían provocar fragmentación de ADN en los espermatozoides.   
Los agentes infecciosos deben interferir en los programas genéticos que controlan el 
desarrollo normal de los organismos con un claro efecto perjudicial en la salud del individuo. En 
términos reproductivos, se sabe que estos agentes pueden afectar al desarrollo embrionario y a 
las tasas de ovulación y fecundación (Givens, 2006; Givens y Waldrop, 2004). Las tasas de 
supervivencia perinatal también pueden verse afectadas por un episodio infeccioso o incluso 
como consecuencia de un programa de vacunación (Givens, 2006). Aunque las vacunas están 
compuestas por gérmenes o toxinas inactivadas o atenuadas, cuando se inyectan en animales 
vivos pueden producir efectos secundarios. Se ha comprobado que la vacunación puede afectar 
a varios parámetros seminales como la motilidad, la concentración o la tasa de producción de 
formas anormales (Singh y col., 2003b). El objetivo de este noveno estudio es analizar si la 
vacunación  subcutánea de ovejas con Miloxan (Clostridium perfringens tipo C, D y Clostridium 
oedematiens tipo B) tiene algún efecto en la frecuencia de espermatozoides con el ADN 
fragmentado. 
2.2.10 Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre los espermatozoides de distintas 
especies animales 
Se cree desde hace años que la remodelación estructural de la cromatina del 
espermatozoide ayuda a proteger del daño al genoma nuclear de estas células (Bloch, 1969; 
Bloch, 1976). Durante la espermiogénesis de los mamíferos, el núcleo celular comienza un 
proceso de condensación progresiva que finaliza con el espermatozoide maduro. Esta 
condensación se debe a cambios en las proteínas nucleares que interaccionan con el ADN del 
espermatozoide, la mayor parte de las histonas son reemplazadas por proteínas mucho más 
básicas, las protaminas.  
A pesar de efectuar una misma función, existe una gran diversidad de proteínas 
nucleares espermáticas, estas proteínas varían de especie en especie e incluso en diferentes 
poblaciones de una misma especie (Kasinsky, 1989). Los requisitos mínimos funcionales que ha 
de poseer una proteína espermática son basicidad (argininas o lisinas) para neutralizar 
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electrostáticamente las cargas negativas de los grupos fosfato de las cadenas de ADN y 
presencia de serinas para modular las interacciones electrostáticas de la proteína básica con el 
ácido nucleico. Las protaminas de todas las especies del grupo Eutheria estudiadas son ricas en 
residuos de cisteína que establecen puentes disulfuro entre ellos durante el tránsito por el 
epidídimo (Aoki y col., 2006; Ward y Coffey, 1991). Este enlace covalente estabiliza fuertemente 
los núcleos espermáticos de las especies de mamíferos del grupo Eutheria (Balhorn, 1982; 
Balhorn y col., 1991; Meistrich y col., 1976; Ward y Coffey, 1991). Sin embargo, las protaminas 
de los marsupiales tienen una estructura muy diferente, excepto en los Planigale (Retief y col., 
1995b), carecen de residuos de cisteína y, por tanto, de enlaces disulfuro entre las fibras de 
cromatina  (Balhorn, 1989; Bedford y Calvin, 1974b; Cummins, 1980). Se cree que los puentes 
disulfuro que se forman entre y dentro de las protaminas de los mamíferos del grupo Eutheria 
hacen al espermatozoide más resistente a varios agentes como ácidos, proteasas, ADNasas y 
detergentes (Cummins, 1980; Mahi y Yanagimachi, 1975). En este décimo estudio se quiere 
probar si la diferencia en la estructura de las protaminas entre los mamíferos del grupo Eutheria 
y Metatheria en relación a la presencia de residuos de cisteína confiere estabilidad y resistencia 
al espermatozoide y contribuye a proteger la cromatina espermática del daño oxidativo.  
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3. OBJETIVOS 
El objetivo principal de este trabajo de investigación es desarrollar una técnica capaz de 
valorar la fragmentación del ADN de los espermatozoides de distintas especies de mamíferos. La 
técnica denominada Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides (SCD), 
inicialmente desarrollada para ser utilizada en espermatozoides humanos y basada en la 
descondensación diferencial de los núcleos espermáticos cuando se someten a una 
desnaturalización ácida suave y a una posterior lisis de membranas y protaminas, es utilizada 
como base para el desarrollo de modificaciones adaptadas a las características especie-
específicas de los espermatozoides.  
Además, con el propósito de poner de manifiesto su utilidad, se diseñaron una serie de 
estudios concretos para caracterizar no sólo la capacidad de la técnica para detectar el daño de 
ADN sino, también, para profundizar en el origen e importancia de la fragmentación del ADN de 
los espermatozoides. A continuación se detallan los objetivos concretos de este trabajo de 
investigación: 
? Comprobar que el test SCD es una prueba rápida, fiable y reproducible para la evaluación de 
la fragmentación del ADN de los espermatozoides humanos. 
? Probar la eficacia de los soportes informáticos de análisis de imagen Leica Qwin Pro y 
Volocity para clasificar espermatozoides procesados con el test SCD según el grado de 
fragmentación de ADN. 
? Determinar, usando el test SCD, el patrón de daño de ADN espermático de hombres 
infértiles con varicocele y explorar el origen de la degradación del ADN espermático en estos 
pacientes. 
? Desarrollar una versión del ensayo cometa para la evaluación simultánea de roturas de ADN 
de cadena sencilla y doble en el mismo espermatozoide. 
? Correlacionar la frecuencia de espermatozoides con el ADN fragmentado obtenida mediante 
el test SCD y el ensayo cometa modificado con otros parámetros indicadores de la calidad 
seminal. 
? Determinar la utilidad del índice de fragmentación, evaluado mediante el test SCD y el 
ensayo cometa modificado, en la predicción del embarazo en reproducción asistida. 
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? Estudiar la eficacia de los métodos de procesamiento de muestras seminales en la mejora de 
la integridad del ADN de una muestra y la influencia que éstos pueden tener en el resultado 
de las técnicas de reproducción asistida. 
? Desarrollar un test SCD para ser utilizado en espermatozoides de distintas especies de 
mamíferos: cerdo, toro, ratón, caballo y oveja. 
? Analizar la dinámica de la fragmentación del ADN en distintas condiciones de conservación. 
? Examinar la relación de la morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN. 
? Explorar la relación entre el proceso de protaminación y la fragmentación del ADN del 
espermatozoide. 
? Valorar la utilidad del índice de fragmentación de ADN espermático en la evaluación de la 
fertilidad. 
? Analizar el efecto de la vacunación sobre la integridad del ADN de los espermatozoides. 
? Comparar la resistencia al daño de ADN oxidativo de los espermatozoides de distintas 
especies de mamíferos. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1 El Test la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides humanos  
Preparación de las muestras 
Se trabajó con muestras de espermatozoides maduros de un donante sano, tras obtener 
el consentimiento informado.  
Test SCD 
Cada muestra de semen se diluyó a una concentración de 5-10 millones de 
espermatozoides/ml en medio RPMI (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos), y 
se mezcló con agarosa líquida de bajo punto de fusión (Pronadisa, Madrid, España) atemperada 
a 37ºC, de modo que la concentración final de la agarosa fuera del 0,7%. Sobre un portaobjetos 
de cristal previamente recubierto de una película de agarosa estándar (Pronadisa, Madrid, 
España) al 0,65%, se depositaron 15 µl de la suspensión de agarosa y espermatozoides, se 
cubrió con un cubreobjetos de 20x20 mm y se dejó solidificar a 4ºC durante 5 minutos hasta 
formar un microgel. Los cubreobjetos se retiraron cuidadosamente y los portaobjetos se 
introdujeron horizontalmente en una bandeja con solución ácida (Halospem, Halotech DNA SL, 
Madrid, España) durante 7 minutos a temperatura ambiente, para generar tramos de ADN de 
cadena sencilla a partir de los extremos de rotura del ADN. Posteriormente, los núcleos se 
sometieron a una solución de lisis (Halosperm, Halotech DNA SL, Madrid, España) para extraer 
membranas y proteínas. Tras un lavado de 5 minutos en abundante agua destilada, las 
preparaciones se deshidrataron en baños de 70, 90 y 100% (v/v) de etanol de 2 minutos cada 
uno y el microgel se dejó secar al aire. Las preparaciones pueden ser analizadas 
inmediatamente o almacenarse durante varios meses en una caja cerrada a temperatura 
ambiente. Los resultados se pueden valorar de forma visual directa o mediante un sistema de 
análisis de imagen digital. 
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Tinción con Wright 
Para su observación en microscopía de campo claro, las preparaciones se cubrieron 
horizontalmente con una mezcla de solución de Wright (Merck, Darmstadt, Alemania) y tampón 
fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) (50% v/v) de 5 a 10 minutos con un continuo flujo de aire. 
A continuación, las preparaciones se lavaron con agua y se dejaron secar. 
Tinción con DAPI y mercuridibromofluoresceína 
Para su observación en microscopía de fluorescencia, las células se tiñeron con 10 μl de 
mercuridibromofluoresceína (Panreac Química S.A.U, Barcelona, España) a una concentración 
de 0,05 mg/ml, se cubrieron con un cubre de parafilm (American National Can, Baltimore, 
Maryland, Estados Unidos) durante 15 minutos a temperatura ambiente y a continuación, se 
lavaron con agua y se dejaron secar. Una vez secas, las células se tiñeron con DAPI (4’,6-
Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato, Roche, Basel, Suiza) a una concentración de 2 μg/ml en 
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, California, Estados Unidos). Para la observación 
de los núcleos exclusivamente, las preparaciones se tiñeron sólo con DAPI como se ha indicado 
antes. 
DBD-FISH 
Sobre muestras de espermatozoides incluidas en un microgel y procesadas con el 
protocolo del test SCD, se realizó una FISH con una sonda de ADN genómico humano (5 ng/ml 
en 50% de formamida/solución salina de citrato 2xSSC, sulfato de dextrano al 10% (p/v) y fosfato 
cálcico 0,1 M, pH 7.0) (1xSSC es citrato sódico 0,015 M y cloruro sódico 0,15 M, pH 7.0), 
marcada mediante Nick Translation (Nick Translation kit, Roche, Basel, Suiza). La sonda se 
desnaturalizó y se puso en contacto con las preparaciones durante toda la noche a temperatura 
ambiente. Posteriormente se lavó dos veces en 50% de formamida/2xSSC, pH 7, durante 5 
minutos, y dos veces en 2xSSC, pH 7, durante 3 minutos a temperatura ambiente. La sonda se 
detectó con el anticuerpo correspondiente (Roche, Basel, Suiza) (5 µg/ml) y las células se 
contratiñeron con DAPI (Roche, Basel, Suiza) (2 µg/ml).  
 62
MATERIAL Y MÉTODOS 
Estudio de la variabilidad inter e intraobservador 
Para estimar la variabilidad intra e inter observador en el recuento de espermatozoides 
con ADN fragmentado, una alícuota de una muestra de semen congelado del mismo individuo se 
distribuyó a cuatro técnicos distintos y se procesó con el test SCD. Cada técnico analizó 500 
células 3 veces al día en 2 días distintos. Se realizaron un total de 24 determinaciones. Se 
determinó la variabilidad interobservador comparando las medias de los niveles de 
fragmentación obtenidos por cada uno de los cuatro técnicos; y la variabilidad intraobservador, 
comparando los niveles de fragmentación obtenidos por el mismo técnico. 
Captura de imágenes  
Las imágenes de fluorescencia se tomaron en formato “.tif” con una cámara digital (Leica 
DFC 350 FX, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) acoplada a un microscopio de 
fluorescencia Leitz DMLB (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Las imágenes de campo 
claro se tomaron con una cámara Moticam 2000 asociada a un microscopio Motic BA300. 
Análisis de imagen digital en dos dimensiones 
Para el análisis de imagen digital en dos dimensiones, se fotografiaron 60 
espermatozoides de cada tipo (no fragmentados, fragmentados y degradados) y se usó el 
programa informático Leica Qwin Pro 3.2.0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) para tomar 
medidas cuantitativas de cada espermatozoide. A partir de las imágenes grises originales, se 
constituyeron imágenes binarias o máscaras estableciendo unos rangos de valores de grises 
mediante el soporte informático Leica Qwin Pro. De manera que se detectaron las áreas de la 
imagen que se encontraban dentro de estos rangos de valores preestablecidos y sobre éstas, 
quedó dibujada una imagen binaria. El programa midió los valores que se encontraban en esta 
imagen binaria. Para cuantificar los valores de cada espermatozoide se seleccionó 
manualmente, de entre las detectadas, el área correspondiente a cada una de las células 
espermáticas, creando una nueva máscara. Entonces se midieron exclusivamente los valores de 
grises de la fracción de la imagen que quedó bajo la nueva máscara. En cada imagen binaria, se 
determinaron los siguientes parámetros: Área (μm2)= superficie del objeto; Perímetro (μm)= 
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longitud total del límite del objeto; Redondez= un factor de forma que da el valor de unidad 
mínimo para los círculos se calcula a partir del perímetro al cuadrado por la superficie; Nivel de 
grises integrado= suma de los niveles de grises de los píxeles; Media de grises= media de los 
niveles de grises de los píxeles; Varianza de grises= varianza de los niveles de grises de los 
píxeles. Para el cálculo, los valores obtenidos se exportan al programa de cálculo Microsoft 
Excell (Microsoft).  
Análisis de imágenes en tres dimensiones 
Para el análisis de imagen digital en tres dimensiones, se fotografiaron 50 
espermatozoides de cada tipo (halo grande, halo mediano, halo pequeño, sin halo y degradado) 
y se usó el programa informático Volocity (Improvision, Coventry, Inglaterra) para tomar medidas 
cuantitativas de cada espermatozoide. La imagen gris original se transformó en una imagen 
binaria fijando un umbral de nivel de grises, de manera que, todos los vóxeles de la imagen que 
se ajustaban al umbral definido, fueron transferidos a la imagen binaria. Para cuantificar los 
valores de cada espermatozoide se seleccionó manualmente, de entre las detectadas, el área 
correspondiente a cada una de las células espermáticas creando una nueva máscara. Entonces 
se midieron exclusivamente los valores de grises de la fracción de la imagen que quedó bajo la 
nueva máscara. En cada imagen binaria se midieron los siguientes parámetros: Número de 
vóxeles= número de vóxeles del objeto; Volumen (μm3)= volumen del objeto en μm3; Media= 
intensidad media de los niveles de grises; Suma= suma de la intensidad de los niveles de grises; 
Centriode X= posición en el eje X del centroide del objeto; Centriode Y= posición en el eje X del 
centroide del objeto; Centriode Z= posición en el eje X del centroide del objeto; Área superficial 
(μm2) = área total de los vóxeles superficiales en μm2. Para el cálculo, los valores obtenidos se 
exportan al programa de cálculo Microsoft Excell (Microsoft).  
Cálculo de los índices de fragmentación y análisis estadísticos 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17) 
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El índice de fragmentación (DFI) es el porcentaje de espermatozoides con el ADN 
fragmentado de una muestra de semen. Para establecer el DFI de una muestra, se cuentan 500 
espermatozoides por preparación. El índice de degradación (DDI) es el porcentaje de 
espermatozoides con el ADN degradado de una muestra de semen. Para establecer el DDI de 
una muestra, se cuentan 500 espermatozoides por preparación. 
Para probar si existían diferencias significativas entre el DFI calculado por diferentes 
técnicos se realizó un análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05). Para valorar las diferencias entre 
los DFIs establecidos por el mismo técnico en 6 conteos diferentes, se usó un test X2, α=0,05. 
Para identificar las diferencias significativas en los parámetros medidos con el programa 
de análisis de imagen digital Leica Qwin Pro en los distintos tipos de espermatozoides 
analizados en dos dimensiones, se efectuó un análisis de Kruskal- Wallis (α=0,05). El mismo 
análisis se utilizó para detectar si existían diferencias significativas en los parámetros medidos 
por el programa informático Volocity entre los distintos tipos de espermatozoides estudiados en 
tres dimensiones. 
4.2 La fragmentación del ADN de los espermatozoides de pacientes con varicocele 
Selección de los grupos de estudio 
Se analizó el semen, tras obtener el consentiniento informado, de 192 hombres 
clasificados en cuatro grupos: un primer grupo de 18 pacientes infértiles con varicocele 
diagnosticado mediante ecografía Doppler del escroto, un segundo grupo de 51 pacientes 
infértiles normozoospérmicos, un tercer grupo de 103 pacientes infértiles con parámetros 
seminales anormales y por último,  un grupo de 20 hombres fértiles. Los hombres pertenecientes 
al segundo, tercer y cuarto grupo tenían un examen genital normal. El análisis del semen se 
realizó de acuerdo con los criterios de la Organización Mundial de la Salud (WHO, 1999). Las 
muestras seminales con parámetros anormales son aquellas que tienen una concentración 
menor o igual a 20 millones de espermatozoides/ml y/o una motilidad menor del 50% y/o un 
porcentaje de formas normales menor o igual al 14%.  
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Efecto de la temperatura 
Para determinar el efecto de la temperatura sobre el ADN de los espermatozoides 
humanos, 10 muestras de semen normozoospérmicas, diluidas a una concentración de 10 
millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) se incubaron 
durante 7 días a 34 y 37ºC. El índice de fragmentación de ADN de las muestras se analizó 
periódicamente a las 0, 3, y 6 horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de incubación. 
Efecto del estrés oxidativo 
Para determinar el efecto del estrés oxidativo sobre el ADN de los espermatozoides 
humanos, 10 muestras de semen normozoospérmicas, diluidas a una concentración de 10 
millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) se incubaron a 
34ºC durante 7 días en concentraciones crecientes de peróxido de hidrógeno (H2O2) (0,003% y 
0,03% v/v) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos). El índice de fragmentación de 
ADN de las muestras se analizó periódicamente a las 0, 12 horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de 
incubación. 
Análisis estadísticos 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
El análisis de las diferencias entre los DFIs de las poblaciones de sujetos fértiles, 
infértiles con parámetros seminales anormales, infértiles con parámetros seminales normales e 
infértiles con varicocele se realizó usando el test de U de Mann- Whitney (α=0,05).  
Para comprobar si existían diferencias significativas en los DFIs y DDIs calculados en las 
muestras a 34 y 37ºC se usó el test no paramétrico U de Mann Whitney (α=0,05). 
Además se utilizó el test de Breslow (α=0,05) para probar las diferencias entre las curvas de 
supervivencia construidas a partir de los datos de fragmentación y degradación a 34 y 37ºC. 
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Para comprobar si existían diferencias significativas en los DFIs y DDIs calculados en las 
muestras incubadas en concentraciones crecientes de H2O2 se usó el test no paramétrico U de 
Mann Whitney (α=0,05). Además se utilizó el test de Breslow (α=0,05) para probar las diferencias 
entre las curvas de supervivencia construidas a partir de los datos de fragmentación y 
degradación de los distintos tratamientos de estrés oxidativo. 
4.3 El ensayo cometa en dos dimensiones en espermatozoides humanos 
Preparación de las muestras 
El estudio se realizó con leucocitos de sangre humana y espermatozoides maduros del 
mismo donante sano, tras obtener el consentimiento informado.  
Para la extracción de los leucocitos se trabajó con muestras de sangre fresca humana. 
Las muestras se preservaron hasta su utilización en tubos con Heparina-Litio para evitar la 
coagulación. Se añadieron 500 μl de esta sangre a un tubo con 2 ml de Ficoll (Amersham 
Biosciences/GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) muy despacio para que no se 
mezclara la sangre con el Ficoll. Posteriormente se centrifugó a 2500 rpm durante 20 minutos. 
Se recogió la fase de leucocitos, se añadieron 10 ml de tampón fosfato (Merck, Darmstadt, 
Alemania), se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante. A 
continuación, se añadieron 6 ml de tampón fosfato, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos y 
finalmente el pellet se resuspendió en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania). 
Ensayo cometa en dos dimensiones (2D) 
Se trabajó con muestras de espermatozoides y leucocitos. Las muestras diluidas a una 
concentración de 5-10 millones de espermatozoides/ml en medio RPMI (Gibco Invitrogen, 
Carlsbad, California, Estados Unidos), se mezclaron con agarosa líquida de bajo punto de fusión 
(Pronadisa, Madrid, España) atemperada a 37ºC, de tal modo que la concentración final de la 
agarosa fuera del 0,7%. Sobre un portaobjetos previamente recubierto de una película de 
agarosa estándar (Pronadisa, Madrid, España) al 0,65%, se depositaron 15 µl de esta 
suspensión, se cubrió con un cubreobjetos y se dejó solidificar a 4ºC durante 5 minutos. Los 
cubreobjetos se retiraron cuidadosamente y los portaobjetos se introdujeron horizontalmente en 
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dos soluciones: la primera (Tris–HCl 0,4 M, DTT 0,8 M, SDS 1% (p/v), pH 7.5) durante 30 
minutos a temperatura ambiente, seguida de la segunda (Tris–HCl 0,4 M, NaCl 2 M, SDS 1% 
(p/v), EDTA 0,05 M, pH 7.5) durante 30 minutos también a temperatura ambiente. Tras lavar las 
preparaciones en solución tampón TBE (Tris–Borato 0,09 M, EDTA 0,002 M, pH 7.5) durante 10 
minutos, se transfirieron a una cubeta electroforesis con solución tampón TBE recién preparada. 
A continuación, las preparaciones se sometieron a una electroforesis de 20 V (1V/cm2) durante 
12 minutos, se lavaron en NaCl al 0.9% (p/v), y se sumergieron en una solución alcalina (NaOH 
0,03 M, NaCl 1 M) durante 2,5 minutos. Posteriormente, se transfirieron a una cubeta de 
electroforesis con una solución de NaOH 0,03 M orientando los portaobjetos de manera 
perpendicular a la primera electroforesis. Esta segunda electroforesis se realizó a 20 V (1 V/cm2) 
durante 4 minutos. Finalmente, las preparaciones se lavaron en una solución neutralizante (Tris- 
HCl 0,4 M, pH 7.5) durante 5 minutos, se aclararon en TBE, se deshidrataron en baños de etanol 
al 70, 90 y 100% (v/v) de 2 minutos cada uno y se dejaron secar al aire. Las muestras pueden 
ser analizadas inmediatamente o almacenadas a temperatura ambiente. 
Para su observación en microscopía de fluorescencia los cometas se tiñeron con SYBR 
Green I (Molecular Probes Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) (1:10.000 v/v en 
tampón TBE). Los resultados se pueden valorar por conteo visual directo o mediante un sistema 
de análisis de imagen digital. 
Inducción de roturas de cadena sencilla 
Para inducir daño de cadena sencilla en el ADN de los espermatozoides, se utilizó H2O2 
(Yamamoto, 1969). Las muestras de espermatozoides, diluidas a una concentración de 10 
millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) se incubaron 
en H2O2 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) al 0,03%, 0,15% y 0,3% v/v 
durante 30 minutos a temperatura ambiente.  
Inducción de roturas de cadena doble 
Para inducir daño de cadena doble en el ADN de los espermatozoides, se usó la enzima 
de restricción Alu I (Roche, Basel, Suiza). Esta enzima reconoce la secuencia AG/CT y genera 
 68
MATERIAL Y MÉTODOS 
fragmentos de ADN con extremos romos (Roberts, 1976; Brooks, 1987). Después de la hora de 
lisis del protocolo del ensayo cometa 2D anteriormente descrito, las preparaciones se lavaron 
con solución tampón TBE durante 20 minutos y se incubaron durante 10 minutos en exceso del 
tampón de reacción de la enzima (Roche, Basel, Suiza) (50 µl por preparación). Posteriormente 
se añadieron a la preparación 15 µl de solución de reacción con 15 unidades de enzima, se 
cubrió con un cubreobjetos de parafilm (American National Can, Baltimore, Maryland, Estados 
Unidos), y se incubó en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 15 y 25 minutos. A 
continuación, las preparaciones se lavaron en TBE durante 10 minutos, se colocaron en la 
cubeta de electroforesis y se continuó el protocolo del ensayo cometa 2D. 
Detección de ADN de cadena sencilla mediante FISH 
Sobre muestras de espermatozoides incluidas en un microgel y sometidas al ensayo 
cometa 2D, se realizó una FISH con una sonda de ADN genómico humano (5 ng/ml en 50% de 
formamida/solución salina de citrato 2xSSC, sulfato de dextrano al 10% (p/v) y fosfato cálcico 
0,1M, pH 7.0) (1XSSC es citrato sódico 0,015 M y cloruro sódico 0,15M, pH 7.0) marcada 
mediante Nick Translation (Nick Translation kit, Roche, Basel, Suiza). La sonda se desnaturalizó 
y se puso en contacto con las preparaciones durante toda la noche a temperatura ambiente. 
Posteriormente se lavó dos veces en 50% (v/v) de formamida/2xSSC, pH 7, durante 5 minutos y 
dos veces en 2xSSC pH 7 durante 3 minutos a temperatura ambiente. La sonda hibridada se 
detectó con el anticuerpo correspondiente (Roche, Basel, Suiza) (5 µg/ml) y los cometas se 
contratiñeron con yoduro de propidio (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) (2,5 
µg/ml).  
Tinción con naranja de acridina 
Sobre la preparación procesada con el protocolo del ensayo cometa 2D se depositaron 
15 µl de naranja de acridina (Polysciences, Warrington, Filadelfia, Estados Unidos) (0,5x10-4 M), 
se cubrió con un cubreobjetos de vidrio y se evaluó inmediatamente en un microscopio de 
fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 450–490 nm.  
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Estudio de la variabilidad inter e intra ensayo 
Para estimar la variabilidad inter ensayo del índice fragmentación de ADN de los 
espermatozoides, la misma muestra humana normozoospérmica se valoró en 5 ensayos 
diferentes (A, B, C, D, E). La variabilidad intra ensayo se determinó mediante la evaluación de la 
misma muestra 5 veces en un mismo ensayo (A1, A2, A3, A4, A5).  
Captura de imágenes  
Las imágenes de fluorescencia se tomaron en formato “.tif” con una cámara digital (Leica 
DFC  350 FX, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) acoplada a un microscopio de 
fluorescencia Leitz DMLB (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 
Análisis de imagen digital 
A partir de las imágenes grises originales, se constituyeron imágenes binarias o 
máscaras mediante el establecimiento unos rangos de valores de grises mediante el soporte 
informático Leica Qwin Pro 3.2.0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). De manera que se 
detectaron las áreas de la imagen que se encontraban dentro de estos rangos de valores 
preestablecidos y sobre éstas, quedó dibujada una imagen binaria. El programa midió los valores 
que se encontraban en esta imagen binaria. Para cuantificar los valores de cada espermatozoide 
se seleccionó manualmente, de entre las detectadas, el área correspondiente a cada una de las 
células espermáticas creando una nueva máscara. Entonces se midieron exclusivamente los 
valores de grises de la fracción de la imagen que quedó bajo la nueva máscara. En cada imagen 
binaria, se determinaron los siguientes parámetros: Píxeles = número de píxeles medidos; Suma 
de Grises = suma de los niveles de grises de los píxeles ; Media de Grises = media de los 
niveles de grises de los píxeles; Desviación Estándar = desviación estándar de los niveles de 
grises de los píxeles; Máximo de Grises = máximo nivel de grises de los píxeles; Mínimo de 
Grises = mínimo nivel de grises de los píxeles; Mediana = mediana del nivel de grises de los 
píxeles; Moda = moda del nivel de grises de los píxeles. Para el cálculo, los valores obtenidos se 
exportaron al programa de cálculo Microsoft Excell (Microsoft). Se consideró innecesario medir 
todos los tipos de cometa puesto que algunos tipos requerían los mismos criterios de medición.  
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Cálculo de los índices de fragmentación y análisis estadístico  
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
El índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (DFI ss) es el porcentaje de 
espermatozoides con roturas de ADN de cadena sencilla de una muestra de semen. El índice de 
fragmentación de ADN de cadena doble (DFI ds) es el porcentaje de espermatozoides con 
roturas de ADN de cadena doble de una muestra de semen. Para establecer los índices de 
fragmentación de ADN se cuentan 500 espermatozoides por preparación.  
Para demostrar la existencia de diferencias significativas en el DFI entre el control, las 
preparaciones tratadas con H2O2 y las digeridas con Alu I, se realizó un test X2 (α=0,05). Este 
mismo test se usó para probar la reproducibilidad del ensayo cometa 2D. Un análisis de los 
residuos tipificados corregidos (α=0,05) permitió identificar los tipos de cometas responsables de 
las diferencias significativas.  
Un análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05) y un análisis de comparación múltiple post 
hoc (método de Bonferroni) (α=0,05) se efectuó para identificar las diferencias significativas en 
los parámetros medidos con el Leica Qwin Pro en los distintos tipos de cometa 2D.  
4.4 La fragmentación del ADN de espermatozoides humanos como indicador de la fertilidad 
en Reproducción Asistida 
Selección de los pacientes y preparación de las muestras 
Las muestras seminales procedían de pacientes que seguían ciclos de Inseminación 
Artificial Intrauterina (IUI) en el Hospital Quirón de Madrid. Se recogieron 143 muestras de 79 
pacientes entre enero de 2008 y mayo de 2009. Para este estudio, se aceptaron las muestras 
que presentaban una concentración de más de 5 millones de espermatozoides/ml y ausencia de 
celularidad. Las muestras fueron recogidas tras una abstinencia sexual de 3-5 días. Los 
parámetros seminales volumen, concentración y motilidad se evaluaron inmediatamente en las 
muestras de semen fresco. Para la determinación del índice de fragmentación del ADN de las 
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muestras, 50 μl de cada una se congeló a -20ºC para su posterior análisis. Todas las muestras 
analizadas se emplearon en la IUI realizada. 
Para la segunda parte del estudio, se obtuvieron muestras seminales de varones de 
parejas que seguían tratamientos de infertilidad mediante las técnicas de Fecundación in vitro 
(FIV) o Inyección intracitoplásmica de espermatozoides (ICSI). Se recogieron un total de 47 
muestras de 20 varones que fueron analizadas entre enero 2008 y mayo de 2009. Los 
parámetros seminales volumen, concentración y motilidad se evaluaron inmediatamente en las 
muestras de semen fresco. Para la determinación del índice de fragmentación del ADN de las 
muestras, 50μl de cada una se congeló a -20ºC para su posterior análisis. Ninguna de las 
muestras analizadas se utilizó en la técnica de reproducción asistida empleada (FIV, ICSI o 
ambas), los valores de los parámetros seminales determinados en estas muestras se utilizaron 
para calcular medias que caracterizaran las muestras seminales de cada paciente. El rango de 
edad de los pacientes osciló entre los 28 y 42 años, con una media (error ± estándar) de 34,92 ± 
0,525 en las mujeres y de 35,83 ± 0,564 en los hombres. 
Seminograma habitual : volumen, concentración y motilidad. 
Tras la licuefacción del semen a 37ºC, 5% CO2 durante 10 minutos, se examinaron el 
volumen, la concentración y motilidad de acuerdo con los parámetros de la Organización Mundial 
de la Salud (WHO, 1999). 
Recuperación mediante swim up 
La muestra de semen puro se diluyó al 50% (v/v) con medio para espermatozoides IVF 
plus (Vitrolife, Göteborg, Suecia) gaseado y caliente. Se centrifugó a 1400 rpm durante 10 
minutos, y se descartó el sobrenadante. A continuación, se añadieron cuidadosamente 400 μl de 
medio fresco y se incubó durante 1 hora a 37ºC con una inclinación de los tubos de 45º. Tras 
este período, se recuperaron de 0,1-0,5 ml de la parte superior. Se recogieron alícuotas (50 μl) 
de cada muestra seminal antes y después de la recuperación y se congelaron a -20ºC para 
procesarlas posteriormente mediante el test SCD y el ensayo cometa 2D. 
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Recuperación mediante centrifugación en gradiente de densidad 
En un tubo cónico de centrífuga ligeramente inclinado se depositaron con sumo cuidado 
500 μl de cada una de las capas del gradiente, Spermgrad (Vitrolife, Goteborg, Suecia) diluido 
con IVF Plus (Vitrolife, Goteborg, Suecia), primero la de mayor densidad (90%) y luego la de 
menor densidad (50%), evitando que se mezclen. A continuación, sobre el gradiente formado, se 
aplicó toda la muestra de semen y se centrifugó a 1200 rpm durante 20 minutos. Se retiró la 
capa superior y las 2/3 partes de la capa de abajo, y el resto se resuspendió en 1 ml de medio 
para espermatozoides IVF plus (Vitrolife, Goteborg, Suecia). A partir de este momento el 
procesamiento es igual que el protocolo detallado anteriormente para la recuperación mediante 
swim up. Se recogieron alícuotas (50 μl) de cada muestra seminal antes y después de la 
recuperación y se congelaron a -20ºC para procesarlas posteriormente mediante el test SCD y el 
ensayo cometa 2D. 
Estimulación ovárica en los ciclos de Reproducción Asistida 
La estimulación ovárica en tratamientos de Reproducción Asistida consigue el 
reclutamiento y estimulación simultánea de varios ovocitos con el fin de aumentar el número de 
embriones conseguidos, y por tanto, la posibilidad de embarazo en un ciclo de FIV. Para ello, 
además de la estimulación ovárica, se realiza el bloqueo de la acción de las hormonas liberadas, 
de manera natural, por la hipófisis (supresión hipofisaria). De este modo se puede controlar el 
momento de la ovulación, para realizar IUI, o el momento en el que los ovocitos pueden ser 
captados del folículo ovárico, para ciclos de FIV o ICSI. 
En el caso de los ciclos de IUI, las pacientes fueron sometidas a ciclos de estimulación 
suave con FSH recombinante (rFSH, Gonal-F, Merck-Serono SA, Darmstadt, Alemania o 
Puregon, Organon Española, Barcelona, España) o HMG (Gonadotropina Menopáusica 
Humana) (Lepori, Laboratorios Farma, Barcelona, España o Menopur, Ferring, Madrid, España). 
La estimulación ovárica se comenzó en el tercer día de ciclo con una dosis de 75-150 UI de 
rFSH diarias. La maduración de los folículos se monitorizó mediante control ecográfico 
transvaginal y niveles de estradiol en suero. Cuando el diámetro del folículo de mayor tamaño 
alcanzó 17 mm, las pacientes recibieron 10 000 UI de hCG (Gonadotropina Coriónica Humana) 
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(Lepori, Laboratorios Farma, Barcelona, España) para inducir la ovulación y 36 horas después de 
la administración, se realizó la IUI bajo control ecográfico. Se administraron 200 mg de 
progesterona vía vaginal diariamente durante la fase lútea. Catorce días tras la inseminación, se 
realizó una valoración de β-HCG en orina para determinar embarazo bioquímico. Se considera 
embarazo clínico la visualización con ecografía transvaginal de uno o más sacos gestacionales. 
En el caso de los ciclos de FIV o ICSI, la estimulación ovárica se realizó siguiendo los 
protocolos con agonistas o antagonistas de la GnRH para la supresión hipofisiaria. Las pacientes 
empezaron con una administración entre 0,05 y 0,1 mg de triptorelina (Decapeptyl, Ipsen 
Pharma, Boulogne-Billancourt, Francia) en la mitad de la fase lútea del ciclo previo, hasta que se 
confirmara el correcto frenaje del eje hipotálamo-hipófiso-gonadal, valorado mediante ecografía 
transvaginal y analítica hormonal. Se disminuyó la dosis de análogo de la GnRH a 0,05 mg hasta 
el día de la administración de la hCG. En el caso de que la supresión hipofisaria se realizase con 
la administración de antagonistas de la GnRH (Hormona Liberadora de Gonadotropina), se 
comenzó la estimulación en el día 3 de ciclo con FSH, y se añadió 0,25 mg de antagonista de la 
GnRH (Cetrotide, Cetrorelix, Merck-Serono SA, Darmstadt, Alemania; Orgalutran, Ganirelix, 
Organon Española, Bercelona, España) cuando el diámetro del folículo de mayor tamaño 
alcanzó 14 mm y/o los niveles de estradiol sérico superaron 400 pg/ml, manteniendo dicha pauta 
diariamente hasta el día de la administración de la hCG. 
Independientemente de la administración de agonistas o antagonistas, para la 
estimulación ovárica se utilizaron FSH y hMG. Las dosis iniciales se determinaron según la edad 
de la paciente y los niveles basales de FSH y estradiol (E2) en suero. En el día de estimulación 
5, se midió el nivel de E2 en suero y se ajustó la dosis de gonadotropinas según el protocolo de 
dosis crecientes o decrecientes. Cuando tres o más folículos alcanzaban los 18 mm de diámetro, 
se administró 10000 UI de hCG (Lepori, Laboratorios Farma, Barcelona, España) y la recogida 
de ovocitos mediante punción folicular se realizó 36 horas después. 
Inseminación artificial intrauterina 
Al hacer la IUI se insertó un catéter fino de material sintético flexible en la vagina de la 
paciente y, con una jeringa conteniendo la muestra de espermatozoides debidamente procesada, 
 74
MATERIAL Y MÉTODOS 
se depositaron los espermatozoides en la cavidad uterina. La inyección de semen se realizó 
lentamente para evitar la distensión del útero y que se produjeran contracciones que pudieran 
expulsarlo a la vagina. Una vez depositados los espermatozoides se retiró el catéter y el 
espéculo. 
Fecundación in vitro 
Los ovocitos recuperados y los espermatozoides preparados para la fecundación se 
incuban juntos en una proporción de aproximadamente 100.000 : 1 en IVF Plus (Vitrolife, 
Goteborg, Suecia) durante 18-20 horas.  
Inyección intracitoplasmática 
La Inyección Intracitoplásmica de espermatozoides consiste en la introducción de un 
espermatozoide morfológicamente normal, previamente inmovilizado con una pipeta de 
microinyección, en el citoplasma de un ovocito maduro (en estadío de metafase II) atravesando 
la zona pelúcida del ovocito. Los ovocitos microinyectados se incubaron en gotas de G1 Plus 
(Vitrolife, Goteborg, Suecia) (30 μl) y tras 18 horas se comprobó si había fecundación. 
Determinación de la fecundación de los ovocitos 
La fecundación se determinó a las 18-20 horas post-FIV/ICSI de acuerdo con la 
presencia de dos pronúcleos y dos corpúsculos polares.  
La morfología pronuclear del zigoto se observó a 20x en un microscopio invertido. Se 
evaluó la simetría de los pronúcleos, estableciéndose dos grupos: grupo A, aquellos zigotos con 
los pronúcleos de tamaño igual o muy similar; y grupo B, aquellos zigotos con pronúcleos de 
diferente tamaño. En cada grupo, los zigotos se subdividieron en cuatro categorías de acuerdo a 
la clasificación de Tesarik y Greco (1999). También se evaluó la presencia de halo citoplásmico, 
clasificando los zigotos como halo-positivos cuando mostraban la condensación perinuclear del 
citoplasma, y halo-negativos cuando no existía esta polarización del citoplasma. 
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Determinación de la morfología y la calidad embrionaria 
La división se valoró 24 horas después de la fecundación. La morfología embrionaria se 
determinó en los días 2 y 3 de vida embrionaria, según el criterio de clasificación de ASEBIR 
(Cortés y col., 2008). Los embriones se transfirieron a la cavidad uterina 48-72 o 120-144 horas 
tras la FIV/ICSI dependiendo de las características del ciclo de cada paciente. Los embriones 
que no fueron transferidos y eran de buena calidad, se congelaron para posibles transferencias 
futuras. El embarazo clínico se determinó observando el saco gestacional con latido fetal a las 7 
semanas del embarazo. 
Análisis de la fragmentación del ADN: test SCD y ensayo cometa 2D 
Se recogieron alícuotas (50 μl) de muestras de semen puro y recuperado y se congelaron 
a -20ºC. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se procesaron con el 
protocolo del test SCD y mediante el ensayo cometa 2D según lo descrito anteriomente en las 
páginas 61 y 67 respectivamente. 
Análisis estadísticos 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
Para comprobar que existían diferencias en los parámetros del seminograma habitual y 
en los índices de fragmentación de ADN calculados entre las muestras de semen puro y 
recuperado, se usó un test no paramétrico de U de Mann Whitney (α=0,05). Este mismo test 
sirvió para valorar las diferencias, en los parámetros seminales estudiados, entre muestras 
normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se usó el coeficiente Rho de Spearman (α=0,05) 
para establecer correlaciones entre los distintos parámetros indicadores de la calidad seminal 
analizados. Además, se realizaron unos análisis de regresión lineal (α=0,05) entre los índices de 
fragmentación y degradación calculados. Finalmente, para identificar las diferencias significativas 
existentes en los parámetros seminales estudiados entre las muestras seminales que habían 
tenido éxito de embarazo y las que no, se realizó un test no paramétrico de U de Mann Whitney 
(α=0,05), tanto en las muestras utilizadas en las IUI como en las FIV/ICSI. 
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4.5 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de cerdo. Efecto de la 
ADNasa sobre la fragmentación del ADN 
Preparación de las muestras 
Se trabajó con muestras de espermatozoides humanos y porcinos.  
Se utilizaron muestras de espermatozoides maduros humanos procedentes de un 
donante sano, tras obtener el consentimiento informado.  
Se utilizó semen fresco de 36 sementales porcinos adultos de las razas Duroc, Ibérica y 
Landrace/Large White con edades comprendidas entre 18 y 24 meses, alojados en corrales 
cubiertos en el Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria de Madrid, 
alimentados una vez al día con alimento balanceado y acceso al agua ad-libitum.  Las muestras 
se obtuvieron mediante la técnica de la mano enguantada, descartando la primera porción del 
eyaculado y filtrando la fracción de gel con una gasa estéril. 
Test SCD desarrollado para espermatozoides humanos (Halosperm)  
Una muestra de espermatozoides humanos y otra de espermatozoides porcinos se 
procesaron según lo descrito anteriormente en la página 61. 
Test SCD desarrollado para espermatozoides de cerdo  (Sperm-Sus-Halomax) 
Se trabajó con una muestra de semen humano y 36 muestras de semen porcino 
pertenecientes a 36 individuos distintos, 10 de ellas se usaron para comparar el índice de 
fragmentación obtenido con esta técnica con el obtenido mediante el ensayo de ISNT. Cada 
muestra de semen se diluyó a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml en 
medio Acromax (GVP SL, Madrid, España) o tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) y se 
mezcló con agarosa líquida de bajo punto de fusión (Pronadisa, Madrid, España) atemperada a 
37º C, de modo que la concentración final de la agarosa fuera del 0,7%. Sobre un portaobjetos 
de cristal previamente recubierto de una película de agarosa estándar (Pronadisa, Madrid, 
España) al 0,65%, se depositaron 15 µl de la suspensión de agarosa y espermatozoides, se 
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cubrió con un cubreobjetos de 20x20 mm y se dejó solidificar a 4ºC durante 5 minutos hasta 
formar un microgel. Los cubreobjetos se retiraron cuidadosamente y los portaobjetos se 
introdujeron horizontalmente en una bandeja con solución de lisis (Sperm-Sus-Halomax, 
Chromacell SL, Madrid, España) durante 5 minutos a temperatura ambiente para extraer 
membranas y proteínas. Tras un lavado de 5 minutos en abundante agua destilada, las 
preparaciones se deshidrataron en baños de etanol al 70, 90 y 100% (v/v) de 2 minutos cada uno 
y se dejaron secar al aire. Las preparaciones pueden ser analizadas inmediatamente o 
almacenarse durante varios meses en una caja cerrada a temperatura ambiente.  
Para el análisis, los espermatozoides se contratiñeron con mercuridibromo fluoresceína 
(Panreac Química S.A.U, Barcelona, España) y yoduro de propidio (Invitrogen, Carlsbad, 
California, Estados Unidos) (2,5 µg/ml) en Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, 
California, Estados Unidos) para su observación en microscopía de fluorescencia según lo 
descrito anteriormente (ver página 62) o con solución de Wright (Merck, Darmstadt, Alemania) 
para microscopía de campo claro según lo descrito anteriormente (ver página 62). 
DBD-FISH 
Se trabajó con 10 muestras de semen porcino pertenecientes a 10 individuos distintos. 
Las muestras se procesaron según lo descrito anteriormente en la página 62. 
In situ Nick Translation 
Este ensayo se realizó sobre 10 muestras de semen porcino pertenecientes a 10 
individuos distintos previamente incluidas en un microgel y procesadas recientemente con el 
protocolo del test SCD modificado (Sperm-Sus-Halomax, Chromacell SL, Madrid, España). Las 
preparaciones se lavaron cuatro veces en abundante tampón fosfato (Merck, Darmstadt, 
Alemania) durante 5 minutos cada lavado y se incubaron en una cámara húmeda en exceso de 
tampón de reacción de la ADN polimerasa I (Roche, Basel, Suiza) durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. A continuación, se añadieron a la preparación 50 μl de mezcla de 
reacción que contenía nucleótidos (dNTPs) (10 μM), digoxigenina 16-dUTP (10 mΜ), 5 U de 
ADN Polimerasa I y el tampón de enzima correspondiente, se cubrió con un cubre de vidrio y se 
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incubó en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 30 y 45 minutos. Para eliminar 
los nucleótidos no incorporados a la reacción, las preparaciones se lavaron 5 minutos en TCA al 
5% (p/v) a 4ºC y 2 minutos en agitación en Solución I (Tris base 1 M, NaCl 1 M, MgCl2 0,04M, 
Triton X-100  0,5% v/v) a temperatura ambiente. 
Posteriormente se incubaron en BSA al 2% (p/v) (100  μl) en una cámara húmeda 
durante 20 minutos a 42ºC y se lavaron en agitación en Solución I durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. La digoxigenina incorporada se detectó mediante la incubación con 30  μl 
del anticuepo correspondiente (5 µg/ml) en una cámara húmeda durante 25 minutos a 37ºC. 
Finalmente, las preparaciones se lavaron en 4T (Tween 20 0,1% (v/v), 4XSSC; pH 7) 3 veces 2 
minutos cada una. Los núcleos espermáticos se contratiñeron con yoduro de propidio (Invitrogen, 
Carlsbad, California, Estados Unidos) (2 μg/ml). 
Captura de imágenes  
Las imágenes de fluorescencia se tomaron en formato “.tif” con una cámara digital (Leica 
DFC  350 FX, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) acoplada a un microscopio de 
fluorescencia Leitz DMLB (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 
Análisis de imagen digital 
Para el análisis de imagen digital, se trabajó con 4 muestras de semen pertenecientes a 
4 individuos distintos. Tras fotografiar 30 espermatozoides por muestra (n=120), se usó el 
programa informático Leica Qwin Pro 3.2.0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) para tomar 
medidas cuantitativas de cada tipo de espermatozoide.  
A partir de las imágenes grises originales, se constituyeron imágenes binarias o 
máscaras mediante el establecimiento de unos rangos de valores de grises con el soporte 
informático Leica Qwin Pro. De manera que se detectaron las áreas de la imagen que se 
encontraban dentro de estos rangos de valores preestablecidos y sobre éstas, quedó dibujada 
una imagen binaria. El programa midió los valores que se encontraban en esta imagen binaria. 
Para cuantificar los valores de cada espermatozoide se seleccionó manualmente, de entre las 
detectadas, el área correspondiente a cada una de las células espermáticas creando una nueva 
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máscara. Entonces se midieron exclusivamente los valores de grises de la fracción de la imagen 
que quedó bajo la nueva máscara. En cada imagen binaria, se determinaron los siguientes 
parámetros: Píxeles = número de píxeles medidos; Suma de Grises = suma de los niveles de 
grises de los píxeles; Media de Grises = media de los niveles de grises de los píxeles. Para el 
cálculo, los valores obtenidos se exportaron al programa de cálculo Microsoft Excell (Microsoft). 
Análisis de los parámetros seminales: motilidad, estado del acrosoma e integridad de la 
membrana plasmática. 
La motilidad se evaluó sobre un portaobjetos precalentado a 37ºC usando un 
microscopio de contraste de fases con un objetivo 20x. Se contaron 100 espermatozoides por 
muestra. 
El estado del acrosoma se valoró en muestras de semen fijadas en glutaraldehido al 2% 
(v/v) usando un microscopio de contraste de fases con un objetivo 100x (Pursel y Johnson, 
1974). Se consideraron espermatozoides con el acrosoma intacto, aquellos con el borde apical 
normal y espermatozoides con el acrosoma dañado aquellos con el borde apical modificado, sin 
borde apical o sin acrosoma. Se contaron 100 espermatozoides por muestra y se calculó el 
porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto. 
La integridad de la membrana se valoró mediante un test de endósmosis celular (HOST) 
(Drevius y Eriksson, 1966; Jeyendran y col., 1984). Este test se fundamenta en las 
modificaciones producidas en la cola cuando los espermatozoides se incuban en un medio 
hipoosmótico durante un breve período de tiempo. Si la membrana plasmática está intacta, el 
espermatozoide presenta torsión helicoidal de la cola, estos espermatozoides con la cola 
enrollada se consideran HOST positivos; si, por el contrario,  la membrana está dañada, los 
espermatozoides no presentan la cola enrollada y se consideran HOST negativos. El porcentaje 
de células HOST positivas se calculó poniendo 0,1 ml de la muestra en fresco en 1 ml de 
solución hiposmótica (75 mOsm/kg) en un baño a 37ºC durante 5 minutos. Tras la incubación, 
0,35 ml de la muestra se fijaron en 0,5 ml de glutaraldehido 2% (v/v) y se evaluaron en el 
microscopio de contraste de fases usando un objetivo 100x.  Para valorar la muestra se contaron 
100 espermatozoides por eyaculado.  
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Efecto de la temperatura y de los diluyentes 
Para evaluar el efecto de la temperatura y los diluyentes en la integridad del ADN de los 
espermatozoides de cerdo, 6 muestras de semen seleccionadas, con un índice de fragmentación 
inferior al 5% y parámetros seminales normales (Hafez y Hafez, 2000),  se incubaron durante 12 
días a 15 y 37ºC en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) y Acromax (GVP SL, Madrid, 
España). A partir de cada eyaculado se prepararon cuatro alícuotas (5 ml) de 10 millones de 
espermatozoides/ml cada una, dos de ellas usando como diluyente el medio de conservación de 
espermatozoides Acromax (GVP SL, Madrid, España), y las otras dos usando como diluyente 
tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania). Las dos alícuotas de cada tipo de diluyente 
preparadas se incubaron a 15 y 37ºC durante 12 días. La motilidad, el estado del acrosoma, la 
integridad de la membrana plasmática y la fragmentación del ADN se analizaron a los 1, 2, 3, 5, 
7 y 12 días de incubación.  
Tratamiento con ADNasa I y EDTA 
Para estudiar si la fragmentación del ADN en espermatozoides de cerdo era debida a la 
actividad de nucleasas espermáticas, una alícuota (200 μl) de cada una de las 6 muestras de 
semen seleccionadas diluidas a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml en 
tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) se incubaron en presencia y ausencia de ADNasa I 
(Roche, Basel, Suiza) (1 μg/ml), a 15 y 37ºC, durante 1, 2, 3, 5, 7 y 12 días.  
Además, otras 6 alícuotas (200 μl) de cada una de las 6 muestras de semen 
seleccionadas diluidas a una concentración de 10 millones de espermatozodies/ml se incubaron 
en presencia y ausencia de EDTA (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) (10 Mm) 
a 15 y 37ºC, durante 1, 2, 3, 5, 7 y 12 días. 
También se valoró el efecto combinado de la adición de ADNasa y EDTA, en un 
experimento en el que una alícuota (200 μl) de cada una de las mismas 6 muestras de semen 
seleccionadas diluidas a una concentracion de 10 millones de espermatozoides/ml se incubaron 
en presencia de ADNasa (Roche, Basel, Suiza) (1 μg/ml) y presencia y ausencia de EDTA 
(Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) (10 Mm) a 15 y 37ºC.   
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Al final de todas las incubaciones la actividad enzimática se paró añadiendo EDTA 50 
mM. 
Análisis estadístico 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17) 
Para valorar las diferencias significativas existentes en el índice de fragmentación 
calculado mediante el test SCD, el ensayo DBD-FISH y el ensayo de ISNT, se efectuó un 
análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05) y un análisis de comparación múltiple post hoc (método 
de Bonferroni) (α=0,05). Un análisis de Tuckey (α=0,05) permitió establecer tres grupos 
diferentes de individuos con respecto al índice de fragmentación de ADN. 
Para demostrar si los valores de los parámetros medidos con el programa de análisis de 
imagen Leica Qwin Pro en cada tipo de espermatozoide presentaban diferencias significativas, 
se realizó un test no paramétrico U de Mann Whitney (α=0,05). Este mismo test se utilizó para 
comprobar si existían diferencias significativas en los índices de fragmentación de ADN de las 
muestras incubadas en los distintos diluyentes, tanto a 15 como a 37ºC; y también para valorar si 
existían diferencias significativas en el índice de fragmentación de ADN entre las muestras 
incubadas en presencia y ausencia de ADNasa I y en presencia y ausencia de EDTA a 15 y 
37ºC. Se usó el coeficiente Rho de Spearman (α=0,05) para establecer correlaciones entre los 
distintos parámetros indicadores de la calidad seminal analizados. 
4.6 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de toro. Relación de la 
morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
Preparación de las muestras 
Se trabajó con 17 muestras de semen descongelado pertenecientes a 17 toros Holstein-
Friesian sanos y sexualmente maduros de un centro de inseminación artificial de Buenos Aires 
(Argentina). Todas las muestras se recogieron con una vagina artificial y se diluyeron 
inmediatamente en el diluyente TEST preparado como se describe en Graham y col., 1972 con 
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glicerol al 7% (v/v) a 37°C. El semen diluido se mantuvo a 5ºC durante 2 horas y a continuación 
se congeló en pajuelas de 5 ml de polivinilo (IMV Eagle, L´Aigle, Francia). Estas pajuelas se 
congelaron sobre vapores de nitrógeno líquido y se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su 
utilización. Para el análisis, las pajuelas se descongelaron en un baño térmico a 37ºC durante 30 
segundos.   
Test SCD 
Las muestras se procesaron usando una variante específica del test SCD desarrollada 
para la evaluación de la fragmentación del ADN en espermatozoides de toro, Sperm-Bos-
Halomax (ChromaCell SL, Madrid, España) según lo descrito anteriormente en las páginas 77 y 
78. Para su observación en microscopía de campo claro, las preparaciones se tiñeron con 
solución de Wright (Merck, Darmstadt, Alemania) según lo descrito anteriormente en la página 
62. 
Para su observación en microscopía de fluorescencia, las células se tiñeron con  
mercuridibromofluoresceína y yoduro de propidio según lo descrito anteriomente en la página 62. 
In situ Nick Translation 
Las muestras se procesaron según lo descrito anteriormente en las páginas 78 y 79. 
Evaluación de la morfología espermática 
Se colocó una gota de la muestra de semen diluida a una concentración de 10 millones 
de espermatozoides/ml sobre un portaobjetos previamente calentado a 37ºC. 
Se dejó secar al aire durante 2 horas y se deshidrató en un lavado de etanol 96% (v/v) 
durante 5 minutos. Se dejó secar al aire otros 30 minutos, se rehidrató con agua destilada y se 
tiñó con eosina (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) al 10% (p/v) durante 1 
minuto. A continuación la preparación se lavó con agua destilada y se tiñó con azul de anilina 
(Fischer Scientific, Pittsburg, Filadelfia, Estados Unidos) durante 5 minutos. Finalmente, se lavó 
con abundante agua destilada durante 2 minutos y se dejó secar al aire. La morfología también 
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se valoró en las preparaciones procesadas con el protocolo del test SCD y teñidas con 
mercuridibromofluoresceína y yoduro de propidio. Este sistema permitió analizar la morfología y 
la fragmentación de ADN en un mismo espermatozoide de manera simultánea. 
En el toro, existen varios sistemas de clasificación de anomalías morfológicas. En este 
estudio las anomalías se clasificaron, según los criterios definidos por Blom (1973), en anomalías 
major  y minor.  
Análisis de los parámetros seminales: concentración, motilidad progresiva, integridad de la 
membrana plasmática, vitalidad e integridad acrosómica 
La concentración de espermatozoides de cada muestra se determinó por recuento en 
una cámara de Neuebauer previa dilución de la muestra seminal (1:100 v/v) en una solución de 
glutaraldehído al 2% (v/v). El porcentaje de espermatozoides vivos se estableció mediante una 
tinción a 37ºC con eosina al 1% (p/v) en citrato de sodio 300 mOsm (Hafez, 1996). Se contaron 
100 espermatozoides por muestra.  
El estado del acrosoma se valoró en muestras de semen fijadas en glutaraldehido al 2% 
(v/v) usando un microscopio de contraste de fases con un objetivo 100x (Saacke y White, 1972). 
Se contaron 100 espermatozoides por muestra y se calculó el porcentaje de acrosomas 
normales. 
Se utilizó un test de endósmosis modificado para evaluar la integridad de la membrana 
plasmática (Rivolta y col., 1995). El porcentaje de células HOST positivas se calculó poniendo 1 
ml de la muestra de semen fresco junto con 1 ml de una solución de fructosa y citrato de sodio 
(150 mOsm) en un baño térmico a 37ºC durante 30 minutos. Los espermatozoides con la cola 
enrollada se consideraron HOST positivos, los espermatozoides con la cola recta, se 
consideraron HOST negativos. Se contaron 100 espermatozoides por muestra. 
Análisis estadístico 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
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Para valorar las diferencias significativas existentes en el índice de fragmentación 
calculado mediante el test SCD y el ensayo de ISNT, se efectuó un test no paramétrico U de 
Mann Whitney (α=0,05). Se usó el coeficiente Rho de Spearman (α=0,05) para establecer 
correlaciones entre los distintos parámetros indicadores de la calidad seminal analizados. 
Para estudiar la relación de la morfología con la fragmentación del ADN del 
espermatozoide se calcularon varios índices de anomalías morfológicas y de fragmentación de 
ADN: Índice de fragmentación de ADN (DFI) = porcentaje de espermatozoides con el ADN 
fragmentado en el total de espermatozoides; Índice de anomalías morfológicas (IA) = porcentaje 
de espermatozoides anormales morfológicamente (i) en el total de espermatozoides, (ii) en el 
total de espermatozoides fragmentados y (iii) en el total de espermatozoides no fragmentados; 
Índice de anomalías morfológicas minor (IA minor) = porcentaje de espermatozoides con 
anomalías morfológicas minor  (i) en el total de espermatozoides, (ii) en el total de 
espermatozoides fragmentados y (iii) en el total de espermatozoides no fragmentados; Índice de 
anomalías morfológicas major (IA major) = porcentaje de espermatozoides con anomalías 
morfológicas major (i) en el total de espermatozoides, (ii) en el total de espermatozoides 
fragmentados y (iii) en el total de espermatozoides no fragmentados. Todos estos índices se 
determinaron contando 500 espermatozoides por muestra. 
Para evaluar las diferencias significativas en los índices de anomalías morfológicas 
analizados existentes entre los espermatozoides con el ADN fragmentado e intacto, se efectuó 
un análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05). 
4.7 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de ratón. Relación de la 
maduración del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
Preparación de las muestras 
Se trabajó con 65 muestras de espermatozoides de ratón pertenecientes a 65 individuos 
adultos de una población heterogénea. Los animales se alimentaron con comida balanceada y 
agua ad-libitum y se mantuvieron a fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad en 
jaulas individuales. Los ratones fueron anestesiados con éter y sacrificados a las 8 semanas de 
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vida. Se les extrajo la cola del epidídimo (región cauda) y se homogeneizó en 0,2 ml de solución 
tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) atemperado a 37ºC. Cada una de las muestras se 
diluyó a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, 
Darmstadt, Alemania). En 7 de los ratones se extrajo el epidídimo entero y se diseccionó en tres 
partes: caput, corpus y cauda. Cada una de estas partes se sumergió en 0,2 ml de tampón 
fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania) atemperado a 37ºC durante 10 minutos y se homogeneizó. 
Cada una de las alícuotas se diluyó a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml 
en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania).  
Test SCD  
Se trabajó con 65 muestras de espermatozoides de ratón pertenecientes a 65 individuos 
distintos, 20 de ellas se usaron para comparar el índice de fragmentación obtenido con esta 
técnica con el obtenido mediante ISNT. Las muestras se procesaron usando el  test SCD 
modificado para la evaluación de la fragmentación del ADN en espermatozoides de ratón 
(Sperm-Mus-Halomax, ChromaCell SL, Madrid, España) según lo descrito anteriormente en las 
páginas 77 y 78. Para su observación en microscopía de fluorescencia, las células se tiñeron con  
mercuridibromofluoresceína y yoduro de propidio según lo descrito anteriomente en la página 62. 
In situ Nick Translation 
Se trabajó con 20 muestras de espermatozoides de ratón pertenecientes a 20 individuos 
distintos. Las muestras se procesaron según lo descrito anteriormente en las páginas 78 y 79. 
Evaluación de la maduración espermática 
Tinción con azul de anilina 
Se realizaron extendidos con 10 μl de una suspensión de espermatozoides diluidos en 
tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania), se dejaron secar al aire y se fijaron con 
glutaraldehido al 3% (v/v) en tampón fosfato 0,2 M durante 30 minutos. Posteriormente las 
preparaciones se tiñeron con 1,5 ml de azul de anilina (AB) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 
Estados Unidos) al 5% (p/v) en ácido acético al 4% (v/v) pH 3,5 durante 5 minutos a temperatura 
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ambiente (Auger y col., 1990). El azul de anilina se une específicamente a los residuos de lisina 
de las histonas, de manera que los espermatozoides inmaduros aparecen parcial o totalmente 
teñidos de azul (AB+) mientras que los espermatozoides maduros no están coloreados (AB-). Se 
estudiaron 200 espermatozoides en el microscopio óptico de campo claro y se calculó el 
porcentaje de espermatozoides inmaduros (%AB+). 
Tinción con cromomicina A3 (CMA3) 
Se realizaron extendidos con 10 μl de una suspensión de espermatozoides diluidos en 
tampón fosfato y se fijaron con solución de Carnoy a 4ºC (Metanol/acido acético glacial 3:1) 
durante 10 minutos. A continuación, se trató cada preparación con 100 μl de solución de CMA3 
(0,25 mg/ml de CMA3 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, Estados Unidos) en solución de 
McIlvaine, pH 7.0, que contiene acido cítrico 7 mM, Na2HPO4 7H2O 0.065 M y MgCl2 10 mM) 
durante 20 minutos a temperatura ambiente (Bianchi y col., 1993). Las preparaciones se lavaron 
en solución de McIlvaine y finalmente, se montaron con una mezcla de glicerol en solución de 
McIlvane 50% (v/v) (Johnson y Nogueira, 1981) para su observación en el microscopio de 
fluorescencia. Los espermatozoides amarillo brillante se consideraron inmaduros (CMA3+), 
mientras que los espermatozoides amarillo-verdosos menos brillantes se consideraron maduros 
(CMA3-). Se estudiaron 200 espermatozoides y se calculó el porcentaje de espermatozoides 
inmaduros (%CMA3+). 
Análisis estadístico 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
Para valorar las diferencias significativas existentes en el índice de fragmentación 
calculado mediante el test SCD y el ensayo de ISNT, se efectuó un test no paramétrico U de 
Mann Whitney (α=0,05). 
Para identificar diferencias significativas en los índices de fragmentación calculados en 
las distintas regiones del epidídimo se realizó un análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05) y un 
análisis de comparación múltiple post hoc (método de Bonferroni) (α=0,05). Para comprobar si 
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existían diferencias significativas en los índices de maduración determinados en cada una de las 
regiones del epidídimo analizadas se usó la prueba de Kruskal-Wallis (α=0,05). 
4.8 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de caballo. Relación de la 
fertilidad con la fragmentación del ADN. 
Preparación de las muestras 
Se trabajó con 19 muestras de semen de caballo pertenecientes a 19 individuos de 
distintas razas con edades comprendidas entre los 4 y 15 años donadas por el área de 
Teriogenología de la Universidad de Buenos Aires. Todas las muestras se recogieron con una 
vagina artificial, una parte se diluyó en diluyente de Kenney (Hamilton Research Inc., South 
Hamilton, Massachusetts, Estados Unidos) y otra se criopreservó en pajuelas de 0,5 ml 
siguiendo el procedimiento descrito por Cristaneli y col. en 1984. Las muestras se almacenaron 
en nitrógeno líquido. Para su utilización, las muestras se descongelaron durante 7 segundos en 
un baño a 75ºC y luego durante 5 segundos en un baño a 37ºC.  
Test SCD 
Las muestras se procesaron usando el test SCD modificado para la evaluación de la 
fragmentación del ADN en espermatozoides de caballo (Sperm-Equus-Halomax, ChromaCell SL, 
Madrid, España) según lo descrito anteriormente en las páginas 77 y 78. Para su observación en 
microscopía de campo claro, las preparaciones se tiñeron con solución de Wright (Merck, 
Darmstadt, Alemania) según lo descrito anteriormente en la página 62. 
Tinción con eosina y yoduro de p opidio r
Para su observación en microscopía de fluorescencia, las células se tiñeron con 10 μl de 
eosina (Panreac Química S.A.U, Barcelona, España) a una concentración de 0,01mg/ml, se 
cubrieron con un cubre de parafilm (American National Can, Baltimore, Maryland, Estados 
Unidos) durante 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con agua y se dejaron secar. 
Una vez secas, las células se tiñeron con yoduro de propidio (Invitrogen, Carlsbad, California, 
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Estados Unidos) a una concentración de 2,5 μg/ml (Roche, Basel, Suiza) en Vectashield (Vector 
Laboratories, Burlingame, California, Estados Unidos).  
In situ Nick Translation  
Las muestras se procesaron según lo descrito anteriormente en las páginas 78 y 79. 
Análisis de los parámetros seminales: motilidad, mo fología normal e integridad de la 
membrana plasmática 
r
La motilidad progresiva se examinó de visu en un microscopio de campo claro sobre un 
portaobjetos mantenido a 37ºC. La concentración y el número total de espermatozoides se 
determinaron en una cámara de recuento celular de Neubauer. La morfología se evaluó en un 
portaobjetos fijado en solución salina formolada según lo descrito por Kenney y col. en 1983. 
Para estimar el porcentaje de espermatozoides HOST positivos se incubaron 100 μl de 
semen fresco en 1 ml de lactosa (50 mOsm) durante 30 minutos a 37ºC (Neild y col., 1999). Se 
contaron 100 espermatozoides por eyaculado y se estableció el porcentaje de espermatozoides 
con la cola enrollada. 
Cálculo de la tasa de preñez y del número de servicios por preñez 
La tasa de preñez se definió como el porcentaje de inseminaciones que habían 
conseguido un embarazo. El número de servicios por preñez se estimó como el número de 
servicios utilizados en un número de yeguas determinado dividido por el número de yeguas 
preñadas después de 40 días.  
Análisis estadístico 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
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Para valorar las diferencias significativas existentes en el índice de fragmentación 
calculado mediante el test SCD y el ensayo de ISNT, se efectuó un test no paramétrico U de 
Mann Whitney (α=0,05). Este mismo análisis se utilizó para comprobar si existían diferencias en 
el porcentaje de espermatozoides con morfología anormal entre las muestras frescas y 
descongeladas. Para identificar diferencias significativas en la motilidad y la integridad de la 
membrana plasmática entre las muestras frescas y descongeladas, se realizó un análisis de la 
varianza (ANOVA, α=0,05). Se usó el coeficiente Rho de Spearman (α=0,05) para establecer 
correlaciones entre los distintos parámetros indicadores de la calidad seminal analizados, la tasa 
de embarazo y el número de servicios por embarazo. 
Se usó el test no paramétrico U de Mann Whitney (α=0,05) para evaluar las diferencias 
significativas existentes en la motilidad, la integridad de la membrana plasmática, el índice de 
fragmentación y el número de servicios por embarazo entre el grupo de caballos con fertilidad 
alta y el de caballos con fertilidad baja. Para evaluar las diferencias significativas existentes en el 
número total de espermatozoides, la morfología y la tasa de embarazo, entre el grupo de 
caballos con fertilidad alta y el de caballos con fertilidad baja, se utilizó un análisis de la varianza 
(ANOVA, α=0,05). 
4.9 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de oveja. Efecto de la 
vacunación sobre la fragmentación del ADN 
Selección de los grupos de estudio 
Se trabajó con 113 muestras de semen de oveja pertenecientes a distintos individuos de 
4 razas distintas (Castellana, Assaf, Lacaune y Churra) recogidas durante un año, entre enero y 
diciembre del 2006 en el centro genético Ovigen (Zamora, España). Los animales se vacunaron 
con Miloxan (Clostridium perfringens tipo C, D y Clostridium oedematiens tipo B, Merial, 
Barcelona, España). Se administraron 2 ml de forma subcutánea a cada animal. Las muestras de 
semen incluidas en el análisis se recogieron en distintos periodos del año y se clasificaron en 
cuatro grupos: Grupo control 1 (CG1), individuos no vacunados, muestras recogidas entre los 
meses de Enero y Junio (n=37); Grupo vacunados 1 (VG1) individuos vacunados, muestras 
recogidas 20 días después de la vacunación (n=33) en Julio; Grupo vacunados 2 (VG2) 
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individuos vacunados, muestras recogidas 40 días después de la vacunación en Agosto (n=10) y 
Grupo control 2 (CG2), individuos vacunados al menos 70 días después de la vacunación, 
muestras recogidas entre Octubre y Diciembre  (n=33). Veinte de las 37 muestras del CG1 con 
parámetros seminales (volumen, concentración, motilidad, acrosomas y endósmosis positiva) 
normales (Hafez y Hafez, 2000), se usaron para comparar el índice de fragmentación  obtenido 
mediante el test SCD con el obtenido mediante el ensayo de ISNT. 
Preparación de las muestras 
Todas las muestras se recogieron con una vagina artificial. Inmediatamente después de 
la recogida, las muestras se diluyeron a una concentración final de 43 x 108 espermatozoides/ml 
en el medio de conservación Triladylt (Minitube, Verona, Wisconsin, Estados Unidos) y se 
congelaron en pajuelas de 0,2 ml. La edad de los animales osciló entre 2 y 4 años, eran 
animales sanos, y con condiciones de alimentación y fotoperiodo controladas.  
Test SCD 
Las muestras se procesaron usando el test SCD modificado para la evaluación de la 
fragmentación del ADN en espermatozoides de oveja (Sperm-Ovis-Halomax, ChromaCell SL, 
Madrid, España) según lo descrito anteriormente en las páginas 77 y 78. Para su observación en 
microscopía de fluorescencia, las células se tiñeron con  mercuridibromofluoresceína y yoduro de 
propidio según lo descrito anteriomente en la página 62. 
In situ Nick Translation 
Se trabajó con 20 muestras de oveja con parámetros seminales normales,  
pertenecientes a 20 individuos distintos. Las muestras se procesaron según lo descrito 
anteriormente en las páginas 78 y 79. 
Análisis estadístico 
El análisis de los datos se realizó con la versión 17.0 del Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS v.17). 
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Para valorar las diferencias significativas existentes en el índice de fragmentación 
calculado mediante el test SCD y el ensayo de ISNT, se efectuó un test no paramétrico U de 
Mann Whitney (α=0,05). 
Para identificar las diferencias significativas en los índices de fragmentación calculados 
en los distintos grupos de ovejas se efectuó un análisis de la varianza (ANOVA, α=0.05) y un 
análisis de comparación múltiple post hoc (método de Bonferroni) (α=0,05). 
4.10 Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre los espermatozoides de distintas especies 
animales. 
Preparación de las muestras 
Sus domesticus 
Se trabajó con 2 muestras de semen con parámetros seminales normales según los 
criterios de Hafez y Hafez (2000) pertenecientes a 2 individuos adultos de entre 18 y 24 meses 
de la raza Ibérica, alojados en corrales cubiertos, alimentados una vez al día con alimento 
balanceado y acceso al agua ad-libitum.  Las muestras se obtuvieron mediante la técnica de la 
mano enguantada, descartando la primera porción del eyaculado y filtrando la fracción de gel con 
una gasa estéril. Cada una de las muestras se diluyó a una concentración de 10 millones de 
espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania).  
Homo sapiens 
Se trabajó con dos muestras de semen normozoospérmicas, según los criterios de WHO 
(1999), pertenecientes a 2 individuos sanos, tras obtener el consentimiento informado. Las 
muestras se recogieron mediante masturbación tras un periodo de abstinencia de 48­72 horas y 
se dejaron licuar  completamente durante 15–30 minutos a 37°C. Cada una de las muestras se 
diluyó a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, 
Darmstadt, Alemania).  
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Mus musculus 
Se trabajó con 2 muestras de espermatozoides de ratón pertenecientes a 2 individuos 
adultos sanos de una población heterogénea alimentados con comida balanceada y agua ad-
libitum y mantenidos a fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad en jaulas 
individuales. Los ratones fueron anestesiados con éter y sacrificados a las 8 semanas de vida. 
Se les extrajo la cola del epidídimo y se homogeneizó en 0,2 ml de solución tampón fosfato 
(Merck, Darmstadt, Alemania) atemperado a 37ºC. Cada una de las muestras se diluyó a una 
concentración de 10 millones de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, 
Alemania).  
Phascolarctos cinereus 
Se trabajó con 2 muestras de semen de koala pertenecientes a 2 individuos sanos y 
sexualmente maduros donadas por el Dr. Johnston de la Universidad de Queensland, Australia. 
Para el análisis las pajuelas se descongelaron en un baño térmico a 37ºC durante 30 
segundos. Cada una de las muestras se diluyó a una concentración de 10 millones de 
espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania).  
Macropus giganteus 
Se trabajó con 2 muestras de semen de canguro criopreservadas pertenecientes a 2 
individuos sanos y sexualmente maduros donadas por el Dr. Johnston de la Universidad de 
Queensland, Australia. Para el análisis las pajuelas se descongelaron en un baño térmico a 37ºC 
durante 30 segundos. Cada una de las muestras se diluyó a una concentración de 10 millones 
de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania).  
Vombatus ursinus 
Se trabajó con 2 muestras de semen de wombat criopreservadas pertenecientes a 2 
individuos sanos y sexualmente maduros donadas el Dr. Johnston de la Universidad de 
Queensland, Australia. Para el análisis las pajuelas se descongelaron en un baño térmico a 37ºC 
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durante 30 segundos. Cada una de las muestras se diluyó a una concentración de 10 millones 
de espermatozoides/ml en tampón fosfato (Merck, Darmstadt, Alemania).  
Ensayo cometa en dos dimensiones 
Las muestras se procesaron según lo descrito anteriormente en la página 67. 
Tratamiento con Alu I 
Para inducir daño de cadena doble en el ADN de los espermatozoides, se usó la enzima 
de restricción Alu I (Roche, Basel, Suiza). Se trabajó con dos muestras, una de ellas de 
espermatozoides de koala y otra de espermatozoides de canguro. Después de la hora de lisis del 
protocolo del ensayo cometa anteriormente descrito, las preparaciones se lavaron con solución 
tampón TBE durante 20 minutos y se incubaron durante 10 minutos en exceso de tampón de 
reacción de enzima (Roche, Basel, Suiza) (50 µl por preparación). Posteriormente se añadieron 
a la preparación 15 µl de solución de reacción con 15 unidades de enzima, se cubrió con un 
cubreobjetos de parafilm (American National Can, Baltimore, Maryland, Estados Unidos), y se 
incubó en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 15 y 25 minutos. A continuación, 
las preparaciones se lavaron en TBE durante 10 minutos, se colocaron en la cubeta de 
electroforesis y se continuó el protocolo del ensayo cometa 2D descrito en la página 67. 
Tratamiento con H2O2
Las muestras de semen de las especies estudiadas se diluyeron en tampón fosfato 
(Merck, Darmstadt, Alemania) a una concentración de 10 millones de espermatozoides/ml. A 
continuación, cada una de estas muestras se dividió en cuatro alícuotas de 200 μl cada una. Una 
de estas alícuotas de cada una de las especies analizadas se usó como control y, en el resto, los 
espermatozoides se trataron con concentraciones crecientes de H2O2 (Sigma-Aldrich, San Luis, 
Missouri, Estados Unidos) al 0,003%, 0,03% y 0,3% (v/v) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. El índice de fragmentación de todas las muestras se analizó mediante el ensayo 
cometa 2D.  
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Análisis estadístico 
Se realizó un análisis de la varianza (ANOVA, α=0,05) para evaluar las diferencias 
significativas existentes en el índice de fragmentación entre las muestras de semen de 
placentarios y marsupiales analizadas, en todas las dosis de H2O2 probadas. 
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5. RESULTADOS 
5.1 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides humanos 
Test SCD sobre espermatozoides humanos 
En el test SCD, la desnaturalización y posterior desproteinización de los núcleos de los 
espermatozoides da lugar a nucleoides con halos de ADN disperso, que corresponden a bucles 
relajados de ADN unidos a una estructura nuclear residual llamada core (Figura 14). Los núcleos 
con el ADN intacto despliegan un halo de bucles de ADN fácil de identificar visualmente mientras 
que los núcleos con el ADN fragmentado son incapaces de dispersar estos bucles, resultando en 
nucleoides sin halo o con un halo de tamaño muy reducido (Fernández y col., 2005). Una 
muestra de semen humano procesada según el protocolo del test SCD, presenta cinco tipos de 
espermatozoides. La categorización de los distintos tamaños de halo se realiza usando como 
referencia el diámetro menor del core: (a) espermatozoides con halo grande, aquellos en los que 
la anchura del halo es superior al diámetro menor del core; (b) espermatozoides con halo 
mediano, aquellos en los que la anchura del halo es igual al diámetro menor del core; (c) 
espermatozoides con halo pequeño: aquellos en los que la anchura del halo es igual o menor a 
un tercio del diámetro menor del core; (d) espermatozoides sin halo y (e) espermatozoides 
degradados: parecidos a (d) pero poco teñidos o teñidos de forma irregular (Figura 15).  
DBD-FISH  
Los resultados de fragmentación de ADN obtenidos mediante el test SCD se 
correlacionan con los obtenidos tras la aplicación del ensayo DBD-FISH, asegurando que la 
producción o la ausencia de halo se corresponden efectivamente con el nivel de daño de ADN. 
Este ensayo confirma que los espermatozoides con halo pequeño, sin halo y degradados tienen 
su ADN fragmentado (Figura 16). De este modo, se comprueba que la fragmentación del ADN, 
reflejada como tamaño de halo, puede ser determinada de manera precisa usando el test SCD 
(Fernández y col., 2005).  
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Estudio de la variabilidad inter e intraobservador 
Para estimar la variabilidad intra e inter observador en el conteo de espermatozoides con 
el ADN fragmentado, una alícuota de una muestra de semen congelado del mismo individuo se 
distribuyó a cuatro técnicos distintos y se procesó con el test SCD. Cada técnico analizó 500 
células 3 veces al día en 2 días distintos. Se realizaron un total de 24 determinaciones. El 
promedio general de los resultados obtenidos fue de 10,96%. La varianza intra-observador se 
estimó a partir de los 6 conteos de cada técnico y fue en promedio 1,24%. La varianza inter-
observador fue en promedio 2,21% al considerar todas las determinaciones realizadas. Un 
análisis de la varianza determinó que no existían diferencias significativas entre los cuatro 
técnicos en la media de espermatozoides con ADN fragmentado calculada. Tampoco se 
encontraron diferencias significativas en los DFI calculados por el mismo técnico. Se prueba así 
la estabilidad de la determinación del DFI de una muestra de semen humano mediante el test 
SCD (Tabla 2).  
Análisis de imagen digital en dos dimensiones 
Además de la evaluación de visu de las preparaciones, se utilizó un sistema de análisis 
de imagen digital en dos dimensiones con el objetivo de clasificar los espermatozoides de una 
muestra procesada mediante el test SCD en los grupos celulares establecidos visualmente. Tras 
fotografiar 60 espermatozoides de cada tipo, se usó el programa informático Leica Qwin Pro para 
tomar medidas cuantitativas de cada espermatozoide (Figuras 17 a y b). Se realizó un análisis de 
Kruskal-Wallis para ver si los valores de los parámetros medidos en cada tipo de espermatozoide 
presentaban diferencias significativas (p<0.05). Esto fue así para todos los parámetros 
estudiados (Tabla 3). Tres de los parámetros medidos (Perímetro, Nivel de grises Integrado y 
Varianza de Grises) permitieron caracterizar cada uno de los tipos de espermatozoide 
previamente establecidos de visu. De modo que cada célula puede ser clasificada correctamente 
en un tipo de espermatozoide de acuerdo con los valores de estos tres parámetros (Tabla 4).  
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Análisis de imagen digital en tres dimensiones 
Además de la evaluación de visu de las preparaciones, se utilizó un sistema de análisis 
de imagen digital en tres dimensiones con el objetivo de clasificar las células de una muestra 
procesada mediante el test SCD en los grupos celulares establecidos visualmente. Tras 
fotografiar 50 espermatozoides de cada tipo, se usó programa informático Volocity para tomar 
medidas cuantitativas de cada espermatozoide (Figura 17 a y c). Se realizó un análisis de 
Kruskal-Wallis para ver si los valores de los parámetros medidos en cada tipo de espermatozoide 
presentaban diferencias significativas (p<0,05). Esto fue así para todos los parámetros 
estudiados excepto para Centroide Y (Tabla 5). Algunos de los parámetros medidos (Área 
superficial (μm2) y Centroide Z) permitieron caracterizar los tipos de espermatozoide previamente 
establecidos de visu salvo el tipo halo pequeño y sin halo que se encontraban al límite de la 
significancia (p=0,061). La caracterización de cada uno de los tipos de espermatozoide 
previamente establecidos de visu fue posible utilizando los parámetros Área superficial (μm2) y 
Centroide Z con una significación p<0,1. De modo que cada célula puede ser clasificada 
correctamente en un tipo de espermatozoide de acuerdo con los valores de estos parámetros 
(Tabla 6).  
5.2 La fragmentación del ADN de los espermatozoides de pacientes con varicocele 
DFI y DDI en los grupos de estudio 
Al comparar los DFIs de las cuatro poblaciones analizadas, encontramos que los 
pacientes con varicocele (media ± error estándar) (32,4% ± 5,26%), los hombres infértiles con 
parámetros seminales anormales (36,6% ± 1,53%) y los hombres infértiles normozoospérmicos 
(31,3% ± 2,32%) presentan un DFI superior y significativamente distinto (U Mann Whitney, 
p<0.05) del grupo de hombres fértiles (12,6% ± 1,0%). Esto no ocurre cuando el DFI del grupo 
de pacientes con varicocele se compara con los otros dos grupos estudiados: los hombres 
infértiles con parámetros seminales anormales y los hombres infértiles normozoospérmicos. Ni 
tampoco cuando se comparan los DFIs del grupo de pacientes infértiles con parámetros 
anormales y el de los hombres infértiles normozoospérmicos. Se comprueba así que los tres 
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grupos de pacientes infértiles tienen DFIs significativamente distintos de los de los hombres 
fértiles pero estadísticamente iguales entre sí (Figura 18 a y Tabla 7).  
Una situación distinta se observa cuando se evalúa la proporción de espermatozoides 
degradados en el total de espermatozoides con el ADN fragmentado (DDI/DFI). En el grupo de 
individuos con varicocele, este índice es superior y significativamente distinto (U Mann Whitney, 
p<0.05) al del resto de grupos estudiados: pacientes infértiles con parámetros seminales 
anormales, infértiles normozoospérmicos y hombres fértiles. Entre los tres últimos grupos, no se 
encontraron diferencias significativas en el DDI/DFI (Figura 18 b y Tabla 7).  
En conclusión, los pacientes con varicocele presentan una tasa de espermatozoides 
degradados, espermatozoides con un alto nivel de daño, superior al del resto de grupos 
analizados (Figura 19). 
Efecto de la temperatura 
Los porcentajes medios de espermatozoides fragmentados (DFI) detectados a las 0, 3 y 
6 horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de incubación en tampón fosfato a 34 y 37ºC se presentan en la 
Tabla 8. 
Se observó que la fragmentación del ADN de los espermatozoides continúa después de 
la eyaculación durante los 7 días de incubación in vitro (Figura 20 a), aumentando desde (media 
± error estándar) 22,50% ± 2,68% hasta 99,88% ± 0,13 a los 6 días a 34ºC; y aumentando desde 
22,50% ± 2,68% hasta 99,75% ± 0,25% a los 5 días a 37ºC.  
Los porcentajes medios de espermatozoides degradados (DDI) detectados a las 0, 3 y 6 
horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de incubación en tampón fosfato a 34 y 37ºC se recogen en la 
Tabla 9. 
Se observó que la degradación del ADN de los espermatozoides continúa después de la 
eyaculación durante los 7 días de incubación in vitro (Figura 20 b), aumentando desde (media ± 
error estándar) 6,50% ± 0,96% hasta 59,38% ± 9,60% a los 7 días a 34ºC; y aumentando desde 
6,50% ± 0,96% hasta 72,56% ± 7,753% a los 7 días a 37ºC.  
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Si se construyen curvas de supervivencia a partir de los datos de fragmentación  para 
ambas temperaturas, 34 y 37ºC, considerando los espermatozoides con el ADN intacto como 
espermatozoides vivos y los espermatozoides con el ADN dañado como espermatozoides 
muertos, un análisis estadístico (Test de Breslow) indica que existen diferencias significativas 
(p<0,05) entre las curvas. Indicando que la dinámica de la fragmentación es distinta a lo largo del 
tiempo a 34 y 37ºC. Se comprueba que la fragmentación del ADN aumenta más rápidamente a 
37ºC (Figura 21 a). 
Si se construyen curvas de supervivencia a partir de los datos de degradación para 
ambas temperaturas, 34 y 37ºC, considerando los espermatozoides no degradados como 
espermatozoides vivos y los espermatozoides degradados como espermatozoides muertos, un 
análisis estadístico (Test de Breslow) indica que existen diferencias significativas (p<0,05) entre 
las curvas. Indicando que la dinámica de la degradación es distinta a lo largo del tiempo a 34 y 
37ºC. Se observa que la degradación aumenta más rápidamente a 37ºC (Figura 21 b). 
Se comprueba que el progreso de la fragmentación del ADN de los espermatozoides in 
vitro, observado en el experimento, es más rápido a 34ºC que a 37ºC. Asímismo, el progreso de 
la degradación espermática es más rápido e intenso a 34ºC que a 37ºC. 
Efecto del estrés oxidativo 
Los porcentajes medios de espermatozoides fragmentados (DFI) detectados a las 0, 12 
horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de incubación en distintas concentraciones de H2O2 se presentan 
en la Tabla 10. 
Se observa que la fragmentación del ADN de los espermatozoides se ve afectada por la 
concentración de H2O2, en un efecto dosis-respuesta (Figura 22 a).  
Los porcentajes medios de espermatozoides degradados (DDI) detectados a las 0, 12 
horas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 días de incubación a distintas concentraciones de H2O2 se presentan en 
la Tabla 11. 
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Se observa que la degradación del ADN de los espermatozoides se ve afectada por la 
concentración de H2O2, en un efecto dosis-respuesta (Figura 22 b).  
Si se construyen curvas de supervivencia a partir de los datos de fragmentación para 
cada uno de los tratamientos utilizados, considerando los espermatozoides con el ADN intacto 
como espermatozoides vivos y los espermatozoides con el ADN dañado como espermatozoides 
muertos, un análisis estadístico (Test de Breslow) indica que existen diferencias significativas 
(p<0,05) entre las curvas. Indicando que la dinámica de la fragmentación es distinta a distintas 
concentraciones de H2O2 (Figura 23 a).
Si se construyen curvas de supervivencia a partir de los datos de degradación para cada 
una de las dosis de H2O2 utilizadas, considerando los espermatozoides no degradados como 
espermatozoides vivos y los espermatozoides degradados como espermatozoides muertos, un 
análisis estadístico (Test de Breslow) indica que existen diferencias significativas  (p<0,05) entre 
las curvas. Indicando que la dinámica de la degradación es distinta a distintas concentraciones 
de H2O2 (Figura 23 b). 
Se comprueba que el progreso in vitro de la fragmentación del ADN de los 
espermatozoides, observado en el experimento, es más rápido a concentraciones elevadas de 
H2O2. Asímismo, el progreso de la degradación del ADN espermático in vitro también se ve 
acelerada en condiciones de estrés oxidativo. 
5.3 El ensayo cometa en dos dimensiones en espematozoides humanos. 
Tipos de cometas 2D 
El ensayo cometa 2D produce la migración del ADN en dos ejes. La migración en el eje X 
(de derecha a izquierda), corresponde a la primera electroforesis (neutra), en la que el ADN 
migra en una conformación de cadena doble. La migración en el eje Y (de arriba a abajo) 
corresponde a la segunda electroforesis (alcalina), en la que el ADN migra en una conformación 
de cadena sencilla. Los tipos de cometa 2D obtenidos se representan en la Figura 24. Los 
mismos resultados se obtuvieron sobre muestras de leucocitos. 
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Detección de ADN de cadena sencilla mediante FISH 
Para identificar el tipo de daño presente en cada una de las colas de cometa generadas 
por el ensayo, se realizó una FISH sobre preparaciones de espermatozoides humanos 
procesadas previamente con el ensayo cometa 2D con una sonda de ADN genómico humano. 
Los resultados confirmaron que la cola del cometa situada en el eje Y está formada 
principalmente por ADN de cadena sencilla (Figura 25 a y b).  
Tinción con naranja de acridina  
Para corroborar estos resultados se realizó otra prueba usando el fluorocromo naranja de 
acridina. Este fluorocromo, en una concentración concreta (0,5x10-4M), permite discriminar entre 
ADN de cadena sencilla y doble en espermatozoides humanos procesados previamente con el 
ensayo cometa 2D. Por las propiedades metacromáticas del fluorocromo, el ADN que emitía 
fluorescencia verde se consideró de cadena doble, y el que emitía fluorescencia roja se 
consideró de cadena sencilla. Los colores coincidían perfectamente con la distribución del ADN 
de cadena doble y sencilla en los ejes X e Y respectivamente. Así, el fluorocromo naranja de 
acridina puede usarse a esta concentración como marcador de roturas de ADN de cadena doble 
y sencilla (Figura 25 c y d).  
Inducción de daño de ADN de cadena sencilla y doble 
Para probar que este ensayo era capaz de detectar adecuadamente el daño de ADN de 
cadena sencilla y doble, una muestra de semen normal se trató de manera independiente con  
H2O2 y la enzima de restricción Alu I. El primero genera roturas de ADN de cadena sencilla 
mientras que la segunda es un productor de roturas de cadena doble. Los resultados se 
expresaron como la frecuencia de células con el ADN fragmentado discriminando entre DFI ss 
cuando se trataba de roturas de cadena sencilla y DFI ds cuando se trataba de roturas de 
cadena doble. 
En las muestras tratadas con H2O2, la frecuencia de espermatozoides con la cola del 
cometa en el eje Y, es decir, con roturas de ADN de cadena sencilla, aumentó  de manera 
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significativa (X2, p<0,05) con la concentración, mientras que no se observó ningún cambio en la 
frecuencia de espermatozoides con la cola del cometa en el eje X, es decir, con roturas de ADN 
de cadena doble (Tabla 12 y Figura 26 a). 
En las muestras digeridas con Alu I, los resultados fueron a la inversa, se observó un 
aumento significativo (X2, p<0,05) en la frecuencia de espermatozoides con roturas de ADN de 
cadena doble (Tabla 12 y Figura 26 b). 
El mismo experimento se realizó sobre leucocitos humanos y se obtuvieron resultados 
similares (Tabla 13, Figura 27). 
Se prueba así que la primera lisis y electroforesis neutras detectan roturas de ADN de 
cadena doble y que la segunda lisis y electroforesis revelan roturas de ADN de cadena sencilla. 
Por tanto, el ensayo cometa 2D se presenta como un método eficaz para la detección y la 
discriminación simultánea de roturas de ADN de cadena doble y sencilla en el mismo 
espermatozoide. 
Análisis de imagen digital 
Además de la evaluación de visu de las preparaciones, se utilizó un sistema de análisis 
de imagen digital con el objetivo de clasificar las células de una muestra procesada mediante el 
ensayo cometa 2D en los grupos celulares establecidos visualmente (Figura 28). Tras fotografiar 
20 cometas de cada tipo, se usó el Leica Qwin Pro para tomar medidas cuantitativas de cada 
espermatozoide. Se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) para ver si los valores de los 
parámetros medidos en cada tipo de cometa presentaban diferencias significativas (p<0,05). 
Esto fue así para todos los parámetros excepto para Máximo de grises. Algunos de los 
parámetros medidos (Media de grises y Mínimo de grises) permitieron caracterizar cada uno de 
los tipos de cometa previamente establecidos de visu. De modo que cada espermatozoide puede 
ser clasificado correctamente en un tipo de cometa de acuerdo con los valores de estos 
parámetros (Tabla 14).  
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Variaciones en el conteo 
La variabilidad inter ensayo se estimó midiendo la misma muestra de semen humana 
normozoospérmica en 5 ensayos diferentes (A, B, C, D, E). La variabilidad intra ensayo se 
determinó mediante la evaluación de la misma muestra 5 veces en un mismo ensayo (A1, A2, 
A3, A4, A5). Un test de X2 mostró que no existían diferencias significativas en la presencia de los 
distintos tipos de cometa entre los cinco ensayos realizados (A, B, C, D, E). Tampoco en las 5 
determinaciones realizadas en un mismo ensayo (A1, A2, A3, A4, A5) (Tabla 15). 
5.4 La fragmentación del ADN de espermatozoides humanos como indicador de la fertilidad  
en Reproducción Asistida 
Swim up vs centrifugación en gradiente de densidad 
Los resultados de los análisis realizados en las muestras de semen estudiadas se 
muestran en la Tabla 16.  
La motilidad media de las muestras aumentó de manera significativa (U Mann Whitney, 
p<0,05) tras ser procesadas mediante centrifugación en gradiente de densidad o swim up. No se 
encontraron diferencias significativas en la motilidad de los espermatozoides de las fracciones 
recuperadas mediante ambas técnicas (Figura 29).  
El porcentaje de espermatozoides con daño de ADN y el porcentaje de espermatozoides 
degradados (con alto nivel de daño de ADN), calculado mediante SCD, se redujo de manera 
significativa (U Mann Whitney, p<0,05) en las fracciones recuperadas mediante ambos métodos, 
centrifugación en gradiente de densidad y swim up  (Figura 30). De la misma manera, el 
porcentaje de espermatozoides con roturas de ADN de cadena doble, calculado mediante el 
ensayo cometa 2D, se redujo de manera significativa (U Mann Whitney, p<0,05) en las 
fracciones recuperadas mediante ambos métodos (Figura 31 a). Sin embargo, el porcentaje de 
espermatozoides con roturas de ADN de cadena sencilla, calculado mediante el ensayo cometa 
2D, disminuyó de manera significativa (U Mann Whitney, p<0,05) únicamente en la fracción 
recuperada mediante centrifugación en gradiente de densidad. Los espermatozoides 
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recuperados mediante swim up no presentaron una frecuencia de espermatozoides con roturas 
de ADN de cadena sencilla significativamente distinta de la del semen puro (Figura 31 b).  
Aunque el swim up y la centrifugación en gradiente de densidad presentan una 
capacidad de recuperación de espermatozoides móviles similar, y ambos métodos son 
igualmente eficaces a la hora de eliminar espermatozoides fragmentados (SCD), degradados y 
espermatozoides con roturas de ADN de cadena doble. El método de recuperación mediante 
gradiente de densidad presentado en este trabajo reduce el nivel de fragmentación de ADN de 
cadena sencilla de una muestra de semen humano de manera más eficaz que el swim up. 
Relación de la fragmentación del ADN con los parámetros del espermiograma habitual: 
muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas 
Los resultados de los análisis realizados en las muestras normozoospérmicas y no 
normozoospérmicas estudiadas se muestran en la Tabla 17. 
En el semen puro, se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) 
entre las muestras normozoospérmicas y las no normozoospérmicas en la concentración y la 
motilidad de los espermatozoides. Ambas resultaron ser significativamente (p<0,05) superiores 
en las muestras normozoospérmicas (concentración: 58,16% ± 3,97% versus 48,04% ± 3,77%; y 
motilidad (%A+B): 60,96% ± 0,987% versus 44,23% ± 1,38%) (Figuras 32 a y 33 a). 
Además, se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI y 
el DDI del ADN de los espermatozoides, calculado mediante el test SCD, entre las muestras 
normozoospérmicas y las no normozoospérmicas. Las muestras normozoospérmicas tenían un 
índice de fragmentación y de degradación significativamente (p<0,05) inferior a las no 
normozoospérmicas (25,24% ± 1,76% versus 32,31% ± 2,08% y 7,03% ± 0,63% versus 10,57% 
± 0,99% respectivamente) (Figuras 34 a y 35 a). No se encontraron diferencias significativas en 
los índices de fragmentación calculados mediante el ensayo cometa 2D en los grupos 
analizados. 
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En el semen recuperado, se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, 
p<0,05) en la concentración de espermatozoides entre las muestras normozoospérmicas y las no 
normozoospérmicas (43,01% ± 2,24% versus 13,62% ± 3,08%) (Figura 32 b). 
Además, se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI y 
el DDI de ADN de espermatozoides calculado mediante el test SCD entre las muestras 
recuperadas normozoospérmicas y las no normozoospérmicas. Las muestras 
normozoospérmicas tenían un DFI y un DDI significativamente (p<0,05) inferiores a los de las no 
normozoospérmicas (14,94% ± 1,63% versus 20,92% ± 3,86% y 2,53% ± 0,41% versus 7,08% ± 
2,20% respectivamente) (Figuras 34 b y 35 b). No se encontraron diferencias significativas en los 
índices de fragmentación calculados mediante el ensayo cometa 2D en los grupos analizados. 
Las muestras normozoospérmicas estudiadas, tanto en el semen puro como en el 
recuperado, tenían un DFI y un DDI significativamente (p<0,05) inferiores a los de las no 
normozoospérmicas. Sorprendentemente, no se encontraron diferencias significativas en los 
DFIs calculados mediante el ensayo cometa 2D en los grupos analizados. 
Se realizaron una serie de correlaciones entre los distintos parámetros indicadores de la 
calidad seminal evaluados (Tabla 18). La motilidad (%A+B) correlacionó de manera negativa y 
estadísticamente significativa (Rho de Spearman, p<0,05) con el DFI y el DDI calculado 
mediante el test SCD y con el DFI ds calculado mediante el ensayo cometa 2D. El DFI calculado 
mediante el test SCD correlacionó de manera positiva y estadísticamente significativa (Rho de 
Spearman, p<0,05) con el DDI, el DFI ss y el DFI ds. El DDI calculado mediante el test SCD 
correlacionó de manera positiva y estadísticamente significativa (Rho de Spearman, p<0,05) 
además con el DFI ss y el DFI ds calculados mediante el ensayo cometa 2D. El DFI ss 
correlacionó de manera positiva y estadísticamente significativa (Rho de Spearman, p<0,05) con 
el DFI ds. 
Con la idea de estimar los índices de fragmentación de cadena sencilla y doble 
calculados por el ensayo cometa 2D a partir de los índices de fragmentación y degradación 
obtenidos mediante el test SCD, se realizaron unos análisis de regresión lineal (Tabla 19).  En el 
análisis de regresión lineal del DFI-SCD y el DFI ss, la regresión es significativa pero R2 está tan 
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próximo a cero que la variación en la variable independiente (DFI-SCD) apenas explica el 3,2% 
de la variación de la variable dependiente (DFI ss). Por el contrario, en el caso del análisis de 
regresión lineal del DFI-SCD y el DFI ds, la variación de la variable independiente (DFI-SCD) 
explica el 27,7% de la variación de la variable dependiente (DFI ds) (Figura 36 a).  
En el análisis de regresión lineal del DDI y el DFI ss y del DDI y el DFI ds, la regresión es 
significativa sólo en el último caso, pero con un R2 tan próximo a cero que la variación de la 
variable independiente (DDI) explica tan sólo el 5,8% de la variación de la variable dependiente 
(DFI ds) (Figura 36 b). 
De manera que el DFI calculado mediante el test SCD y el DFI ds calculado mediante el 
ensayo cometa 2D están relacionados pues la variación del DFI-SCD explica el 27,7% de la 
variación del DFI ds. Esta relación no existe entre el DFI-SCD y el DFI ss ni entre el DDI y el DFI 
ss ni el DFI ds. 
Éxito o fracaso de embarazo en IUI 
Los resultados de los análisis realizados en las muestras de semen estudiadas se 
muestran en la Tabla 20.  
Se encontraron diferencias significativas en la concentración de espermatozoides 
(millones/ml) entre el grupo de muestras de semen recuperado con éxito de embarazo en IUI y el 
grupo de muestras de semen recuperado con fracaso de embarazo en IUI. Las muestras que 
habían conseguido un embarazo tenían una concentración significativamente (U Mann Whitney, 
p<0,05) superior que las que habían fracasado (48,25 ± 7,14 versus 34,53 ± 2,43, 
respectivamente) (Figura 37 a). No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los 
otros parámetros del espermiograma habitual entre las muestras de semen recuperado con éxito 
de embarazo en IUI y las muestras con fracaso de embarazo en IUI. 
Tampoco se encontraron diferencias significativas en el DFI calculado mediante el test 
SCD, el DDI y el DFI ss calculados para muestras de semen recuperado con éxito de embarazo 
en IUI y muestras con fracaso de embarazo en IUI. Sin embargo, se encontraron diferencias 
significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI ds calculado mediante el ensayo cometa 2D 
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entre las muestras recuperadas con éxito de embarazo y las muestras con fracaso de embarazo 
(6,56% ± 2,27% versus 4,81% ± 0,71% respectivamente). Este DFI ds, aunque bajo, es superior 
en las muestras con éxito de embarazo (Figura 37 b). 
De manera que la fragmentación de ADN, medida con el test SCD o con el ensayo 
cometa 2D no parece tener valor predictivo del embarazo en IUI. Sin embargo, los resultados 
indican que la concentración de espermatozoides de las muestras recuperadas podría ser 
indicativa del éxito o fracaso del embarazo en IUI. 
Éxito o fracaso de embarazo en FIV/ICSI 
Los resultados de los análisis realizados en las muestras de semen estudiadas se 
muestran en la Tabla 21.  
En el semen total o puro, no se encontraron diferencias significativas entre las muestras 
con éxito de embarazo en FIV/ICSI y las muestras con fracaso de embarazo en FIV/ICSI, en 
ninguno de los parámetros del espermiograma habitual estudiados. Sin embargo, se encontraron 
diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI de ADN de espermatozoides 
calculado mediante el test SCD entre las muestras con éxito de embarazo y las muestras con 
fracaso de embarazo en FIV/ICSI. Las muestras que habían fracasado tenían un índice de 
fragmentación significativamente (p<0,05) superior que las que habían conseguido un embarazo 
(39,90% ± 5,61% versus 24,06% ± 2,35%, respectivamente) (Figura 38 a). El resto de los índices 
de fragmentación calculados no presentaron diferencias significativas entre estos grupos. 
En el semen recuperado, no se encontraron diferencias significativas entre las muestras 
con éxito de embarazo y las muestras con fracaso de embarazo en FIV/ICSI, en ninguno de los 
parámetros del espermiograma habitual estudiados. Sin embargo, sí se encontraron diferencias 
significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI ss+ds de espermatozoides, calculado 
mediante el ensayo cometa 2D. Las muestras que no habían conseguido embarazo tenían un 
DFI ss+ds significativamente (p<0,05) superior al de las que habían tenido éxito en el embarazo 
(57,88% ±1 5,50% versus 29,75% ± 8,81% respectivamente) (Figura 38 b). El resto de los 
índices de fragmentación calculados no presentaron diferencias significativas entre los grupos. 
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5.5 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de cerdo. Efecto de la 
ADNasa sobre la fragmentación del ADN 
Protocolo del test SCD desarrollado para espermatozoides humanos (Halosperm)  
Los espermatozoides de cerdo procesados con el protocolo del test SCD desarrollado 
para espermatozoides humanos (Halosperm) (este método incluye un tratamiento ácido previo a 
la lisis), dan lugar a nucleoides de características similares a los obtenidos en espermatozoides 
humanos (Figura 39 a y b). Los espermatozoides con el ADN fragmentado no presentan o 
presentan halos de dispersión de los bucles de ADN muy pequeños, mientras que los 
espermatozoides con el ADN intacto liberan los bucles de ADN formando grandes halos de 
cromatina dispersa. La fragmentación de ADN en estos nucleoides se confirmó mediante un 
ensayo DBD-FISH de los ADNs de cadena sencilla, generados por el tratamiento ácido a partir 
de los extremos de las roturas de ADN, usando una sonda de ADN genómico de cerdo (Figura 
39 c) y una sonda de ADN genómico humano (Figura 39 d). En el ensayo DBD-FISH, sólo los 
núcleos con el ADN fragmentado son susceptibles de ser hibridados. En este caso, únicamente 
se marcaron aquellos núcleos que no presentaban halos de dispersión de ADN. No obstante, la 
discriminación de los espermatozoides de acuerdo con el tamaño de halo no es fácil de 
establecer en las muestras de espermatozoides de cerdo, pues el tamaño de los halos no es tan 
grande como en el caso de los espermatozoides humanos. También se observó cierta 
variabilidad en la intensidad de la hibridación en los espermatozoides de cerdo entre los distintos 
núcleos espermáticos marcados (Figura 39 c). De manera que el protocolo ácido-lisis del test 
SCD (Halosperm) es el método que mejor discrimina los núcleos con el ADN fragmentado de los 
no fragmentados en espermatozoides humanos pero no parece adecuado para estimar la 
fragmentación en muestras de espermatozoides de cerdo. 
Protocolo SCD desarrollado para espermatozoides de cerdo (Sperm-Sus-Halomax)  
Esta variante del test SCD consiste únicamente en una incubación rápida en una 
solución de lisis de membranas y proteínas. El uso de este método en espermatozoides 
humanos da lugar a halos en los núcleos espermáticos con el ADN fragmentado que no se 
diferencian fácilmente de los núcleos con el ADN intacto. Los espermatozoides de cerdo tratados 
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con el protocolo modificado del test SCD incluido en el kit Sperm-Sus-Halomax, dan lugar a tres 
grupos de espermatozoides de acuerdo con la morfología del halo: nucleoides con grandes halos 
de difusión de la cromatina, nucleoides sin halo y nucleoides con una relajación mínima de los 
bucles de ADN en la región proximal cerca del flagelo (Figuras 40 y 41 a-d).  
ISNT sobre muestras de espermatozoides de cerdo procesadas con Sperm-Sus-Halomax 
La presencia de roturas en los núcleos espermáticos de cerdo se validó mediante la 
incorporación directa de nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In 
Situ Nick Translation. Este ensayo, realizado sobre preparaciones procesadas previamente con 
el protocolo modificado del test SCD (Sperm-Sus-Halomax), reveló la incorporaron masiva de 
nucleótidos marcados en los núcleos de espermatozoides con grandes halos de cromatina 
dispersa, confirmándose así, la presencia de roturas de ADN en estos núcleos (Figura 41 e). De 
acuerdo con el nivel de incorporación de nucleótidos, se observaron tres tipos distintos de 
espermatozoides, similares a los descritos anteriormente usando la microscopía de campo claro 
(Figura 41 f-h). De manera que los nucleoides con grandes halos de cromatina dispersa 
corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado y los nucleoides sin halo o con 
una relajación mínima de los bucles de ADN cerca del flagelo corresponden a núcleos 
espermáticos con el ADN intacto. 
De acuerdo con este criterio, se calculó el índice de fragmentación de 10 cerdos usando 
tres técnicas distintas para la evaluación del daño de ADN, el test SCD, el ensayo ISNT y el 
ensayo DBD-FISH (Figura 42). Una ANOVA de dos factores mostró diferencias significativas 
(p<0,05) entre individuos y técnicas. Un test de Bonferroni mostró que no existían diferencias 
significativas entre los resultados del test SCD y del ensayo ISNT. Sin embargo, sí detectó 
diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados del DBD-FISH y las otras dos técnicas. Un 
análisis de Tuckey permitió establecer tres grupos diferentes de individuos con respecto al DFI: 
bajo, medio y alto (Figura 42). Aunque, como se ha dicho antes, existen diferencias entre las 
técnicas, la clasificación de los individuos con respecto a su DFI es la misma 
independientemente de la técnica utilizada. Es decir, aquellos cerdos con bajo DFI establecido 
con el test SCD modificado o el ensayo ISNT también presentaron un DFI bajo al usar la prueba 
DBD-FISH. Mientras que aquellos cerdos con alto DFI calculado con el test SCD o el ensayo 
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ISNT también presentaron un DFI alto evaluado mediante la prueba DBD-FISH. Estos resultados 
validan el uso de cualquiera de estas técnicas para la clasificación de individuos con distintos 
niveles de daño de ADN. 
Análisis de imagen digital  
Además de la evaluación de visu de las preparaciones, se utilizó un sistema de análisis 
de imagen digital con el objetivo de clasificar las células de una muestra procesada con el test 
SCD modificado para ser utilizado sobre espermatozoides de cerdo en los grupos celulares 
establecidos visualmente (Figura 43). Se trabajó con 4 cerdos cuyos DFIs eran 4,06%; 3,15%; 
44,65% y 47,95%. Tras fotografiar 30 espermatozoides por muestra (n=120), se usó el programa 
informático Leica Qwin Pro para tomar medidas cuantitativas de cada espermatozoide. 
Se realizó un análisis de U de Mann Whitney para ver si los valores de los parámetros 
medidos en cada tipo de espermatozoide presentaban diferencias significativas (p<0.05). Esto 
fue así para todos los parámetros estudiados (Píxeles, Suma de grises y Media de grises) (Tabla 
22). Todos y cada uno de los parámetros medidos permitieron caracterizar cada uno de los tipos 
de espermatozoide previamente establecidos de visu. De modo que cada espermatozoide puede 
ser clasificado correctamente en un tipo de morfología de halo de acuerdo con los valores de 
estos parámetros.  
Dinámica de la fragmentación del ADN en el tiempo: efecto de la temperatura y del uso de 
diluyentes 
El porcentaje medio de espermatozoides fragmentados detectado a los 1, 2, 3, 5, 7 y 12 
días de incubación en tampón fosfato a 15 y 37ºC se presenta en la Figura 44 a. Se observa que 
la fragmentación del ADN de los espermatozoides continúa después de la eyaculación durante 
los 12 días de incubación in vitro a 15ºC, aumentando desde (media ± error estándar) 2,06% ± 
0,29%, después de 24 horas, hasta 19,21% ± 4,44% a los 12 días; y a 37ºC aumentando desde 
2,15% ± 0,27%, después de 24 horas, hasta 36,64% ± 8,48% a los 12 días. Se detectaron 
diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) entre los DFI medios a las 24 horas y a los 
12 días de incubación a 15ºC y a 37ºC.  
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El aumento del índice de fragmentación del ADN de los espermatozoides se impide con 
el uso del diluyente comercial Acromax. Los porcentajes medios de espermatozoides con el ADN 
fragmentado a los 1, 2, 3, 5, 7 y 12 días de incubación con Acromax a 15 y 37ºC se representan 
en la Figura 44 b. Como se puede observar, la fragmentación del ADN de los espermatozoides 
incubados en Acromax no varía después de 12 días de incubación in vitro ni a 15 ni a 37ºC.  
Dinámica de la fragmentación del ADN y de los parámetros clásicos indicadores de la 
calidad seminal en el tiempo: efecto de la temperatura y del uso de diluyentes 
En esta parte del estudio, se investiga si el progreso in vitro de la fragmentación del ADN 
en espermatozoides está asociado con otros signos de deterioro espermático como la motilidad, 
el estado del acrosoma, o la integridad de la membrana plasmática. Los resultados del análisis 
de estos parámetros en 6 muestras de semen seleccionadas incubadas durante 1, 2, 3, 5, 7 y 12 
días a 15 y 37ºC en tampón fosfato y Acromax se muestran en las Figuras 45 y 46. 
Un análisis de correlación confirma la existencia de una correlación negativa y 
estadísticamente significativa (Rho de Spearman, p<0,05) entre el DFI y los parámetros clásicos 
indicadores de la calidad seminal en las muestras incubadas en tampón fosfato (Tablas 23 y 24).  
Los resultados confirman que el progreso in vitro de la fragmentación del ADN en 
espermatozoides incubados en tampón fosfato a 15 y 37ºC está asociado con el descenso de 
algunos parámetros indicadores de la calidad seminal como la motilidad, el estado del acrosoma 
o la integridad de la membrana plasmática (Figura 45). Esta correlación no existe en las 
muestras incubadas en Acromax (Figura 46 y Tabla 24). 
Efecto de la ADNasa I y del EDTA en la fragmentación del ADN en espermatozoides 
A continuación, se realizaron una serie de experimentos con el objetivo de entender los 
mecanismos responsables de la fragmentación del ADN observada in vitro. Para estudiar si esta 
fragmentación de ADN en espermatozoides era debida a la actividad de nucleasas espermáticas, 
se incubaron los espermatozoides durante 1, 2, 3, 5, 7 y 12 días, a 15 y 37ºC, en presencia y 
ausencia de ADNasa I y en presencia y ausencia de EDTA. Como se muestra en las Figuras 47, 
48 y 49, ambos tratamientos afectaron al índice de fragmentación del ADN en todos los tiempos 
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de incubación, especialmente a 37ºC. La adición de ADNasa I aumentó de manera significativa 
(U Mann Whitney, p<0,05) el DFI de todas las  muestras incubadas en tampón fosfato a lo largo 
del tiempo (Figura 47). Mientras que este efecto era inhibido por la adición de EDTA incluso en 
ausencia de actividad endonucleasa exógena (Figuras 48 y 49). La adición de EDTA inhibió de 
manera significativa (U Mann Whitney, p<0,05) el aumento del DFI de todas las muestras 
incubadas en tampón fosfato a lo largo del tiempo. 
En conclusión, en este estudio se encuentra que la fragmentación de espermatozoides in 
vitro, ocurre tras la eyaculación en las condiciones experimentales estudiadas sin la intervención 
de ningún factor externo, aumenta asociada al descenso del resto de los parámetros indicadores 
de la calidad seminal analizados y se ve acelerada por efecto de la temperatura. La adición de 
ADNasa I acelera el progreso de la fragmentación de ADN in vitro y la adición de EDTA inhibe 
este progeso. Estos resultados sugieren que una actividad endonucleasa, producida de manera 
endógena podría ser responsable del progreso de la fragmentación del ADN de los 
espermatozoides in vitro en las condiciones de conservación estudiadas. 
5.6 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de toro. Relación de la 
morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
Test SCD sobre espermatozoides de toro  
Cuando los espermatozoides de toro se procesan con el test SCD modificado para ser 
utilizado sobre espermatozoides bovinos se originan dos tipos de núcleos espermáticos. Algunos 
espermatozoides liberan los bucles de ADN formando grandes halos de cromatina dispersa, 
mientras que otros, producen halos de dispersión de la cromatina muy pequeños (Figura 50).  
La presencia de roturas en los núcleos espermáticos se validó mediante la incorporación 
directa de nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick 
Translation. En este ensayo se comprueba que, los espermatozoides con grandes halos de 
cromatina dispersa tienen su ADN nuclear fragmentado, mientras que aquellos espermatozoides 
con halos de dispersión de la cromatina pequeños tienen su ADN nuclear intacto (Figura 51). 
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De acuerdo con este criterio, se calculó el índice de fragmentación de 17 toros usando 
las dos técnicas, el test SCD y el ensayo ISNT. Los resultados se muestran en la Figura 52. El 
índice de fragmentación medio calculado mediante el test SCD (media ± error  estándar) 
(11,35% ± 2,81%) resultó ser similar al obtenido mediante el ensayo ISNT (12,18% ± 2,90%), no 
se encontraron diferencias significativas en los DFIs calculados por estas técnicas en ninguna de 
las 17 muestras analizadas.  
Además, en estas 17 muestras se analizaron, junto con el índice de fragmentación, otros 
parámetros indicadores de la calidad seminal como la concentración, la motilidad, la morfología, 
la integridad de la membrana plasmática, la vitalidad y la integridad acrosómica. Al comparar los 
índices de fragmentación con los resultados del espermiograma, se encontró que no existía 
correlación significativa entre el DFI y ninguno de los parámetros seminales estudiados (Tabla 
25). La vitalidad correlaciona de manera significativa (Rho de Spearman, p<0.05) con la 
integridad acrosómica, la integridad de la membrana plasmática y la motilidad progresiva. La 
integridad de membrana correlaciona de manera significativa (Rho de Spearman, p<0.05) con la 
integridad acrosómica y la motilidad progresiva (Tabla 25). 
El test SCD permite el análisis rutinario del DFI de muestras de espermatozoides de toro, 
así como la investigación básica y clínica en este tema en el laboratorio de análisis seminal. Este 
parámetro podría proporcionar información adicional útil acerca de la calidad seminal de estos 
animales pues no correlaciona con los parámetros seminales analizados de forma rutinaria. 
Relación de la morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN 
El test SCD permite la evaluación simultánea de la morfología y la fragmentación de ADN 
en espermatozoides (Tabla 26). En los 17 eyaculados de toro analizados se detectaron cuatro 
tipos de espermatozoides: (a) espermatozoides morfológicamente normales con el ADN nuclear 
intacto (media ± error estándar) (81,92% ± 2,66%); (b) espermatozoides morfológicamente 
anormales con el ADN nuclear intacto (18,08% ± 2,66%) (c) espermatozoides morfológicamente 
normales con el ADN nuclear fragmentado (38,66% ± 5,00%) y (d) espermatozoides 
morfológicamente anormales con el ADN nuclear fragmentado (61,34% ± 5,00 %). Los 
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porcentajes están calculados sobre el total de células con el ADN nuclear intacto (a y b) y sobre 
el total de células con el ADN fragmentado (c y d). 
Las Figuras 53 y 54 muestran la variedad de anomalías morfológicas encontradas en las 
muestras de semen analizadas en espermatozoides con el ADN fragmentado e intacto. Las 
proporciones (media ± error estándar) de estas anomalías se muestran en la Tabla 27. En las 
células fragmentadas la anomalía morfológica más abundante es la cabeza suelta anormal 
(anomalía major) y la menos abundante, la cola truncada (anomalía minor). En las células no 
fragmentadas la anomalía morfológica más abundante es la cola enrollada (anomalía minor) y 
las menos abundantes son la mayoría de las anomalías major. Algunas anomalías morfológicas 
como formas dobles, cabezas con la base estrecha, cabezas pequeñas, colas cortas o gotas 
citoplasmáticas proximales se observaron exclusivamente en espermatozoides con el ADN 
fragmentado.  
La proporción media de anomalías morfológicas (IA) es significativamente (ANOVA, 
p<0.05) superior en los espermatozoides con el ADN fragmentado (media ± error estándar) 
(61,34% ± 5,00%) comparado con los espermatozoides con el ADN intacto (18,08% ± 2,66%) 
(Figura 55 a). Esto mismo ocurre cuando las muestras de los 17 toros se analizan por separado 
(X2, p<0,05). Cuando se analizan la proporción de anomalías morfológicas major  y la proporción 
de anomalías morfológicas minor  en ambos grupos de espermatozoides fragmentados y no 
fragmentados, los resultados indican que no existen diferencias significativas en la proporción de 
anomalías morfológicas minor  entre los espermatozoides fragmentados (media ± error estándar) 
(14,46% ± 3,22%) y los no fragmentados (16,78% ± 2,46%) (Figura 55 b). Esto mismo ocurre 
cuando las muestras de los 17 toros se analizan por separado (X2, p<0,05). Sin embargo, en el 
caso de la proporción de anomalías major, estas diferencias sí son significativas (ANOVA, 
p<0,05) cuando se compara el grupo de espermatozoides fragmentados (46,88% ± 4,93%) con 
el de los no fragmentados (1,30% ± 0,39%) (Figura 55 c). Esto mismo ocurre cuando las 
muestras de los 17 toros se analizan por separado (X2, p<0,05).  
De manera que la mayoría de las anomalías presentes en las células fragmentadas son 
del tipo major (46,88% ± 4,93% de anomalías major frente al 14,46% ± 3,22% de anomalías 
minor), mientras que en el caso de las células con el ADN intacto, la mayoría de las anomalías 
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presentes son del tipo minor (16,78% ± 2,46% de anomalías minor frente al 1,30% ± 0,39% de 
anomalías major). 
5.7 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de ratón. Relación de la 
maduración del espermatozoide con la fragmentación del ADN. 
Test SCD sobre espermatozoides de ratón 
Cuando los espermatozoides de ratón se procesan con el protocolo del test SCD 
modificado se originan dos tipos de núcleos espermáticos: algunos espermatozoides liberan los 
bucles de ADN formando grandes halos de cromatina dispersa, mientras que otros, producen 
halos de dispersión de la cromatina muy pequeños (Figura 56).  
La presencia de roturas en los núcleos espermáticos se validó mediante la incorporación 
directa de nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick 
Translation. En este ensayo se confirma que los espermatozoides con grandes halos de 
cromatina dispersa tienen su ADN nuclear fragmentado, mientras que aquellos espermatozoides 
con halos de dispersión de la cromatina pequeños tienen su ADN nuclear intacto (Figura 57). De 
acuerdo con este criterio, se calculó el índice de fragmentación de 20 ratones usando las dos 
técnicas, el test SCD y el ensayo ISNT, los resultados se muestran en la Figura 58. El índice de 
fragmentación medio calculado mediante el test SCD (media error ± estándar) (4,07% ± 0,99%) 
resultó ser similar al obtenido mediante el ensayo ISNT (5,13% ± 1,08%). No se encontraron 
diferencias significativas en los índices calculados por esta técnica en ninguna de las 20 
muestras analizadas.  
En un estudio poblacional más amplio, en el que se analizó el índice de fragmentación de 
65 muestras de semen de ratón, esta vez usando únicamente el test SCD, los resultados 
obtenidos muestran que los niveles basales de fragmentación de ADN en una muestra 
representativa de ratones van de 0,11% a 44,00%, con una media ± error estándar de 12,36% ± 
1,49%.  
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El protocolo del test SCD modificado para ser utilizado en espermatozoides de ratón 
permite el análisis rutinario del DFI de muestras de espermatozoides de ratón, así como la 
investigación básica y clínica en este tema en el laboratorio de análisis seminal. 
Motilidad en las regiones caput, corpus y cauda del epidídimo de ratón 
La mayoría de los espermatozoides del epidídimo de las tres regiones analizadas eran 
móviles (71,20% ± 1,32%). No se encontraron diferencias significativas entre las tres regiones 
del epidídimo. 
Evaluación de la integridad del ADN y la cromatina del espermatozoide en las regiones 
caput, corpus y cauda del epidídimo de ratón 
Test SCD 
El DFI de los espermatozoides de la región caput del epidídimo es superior y 
significativamente distinto (ANOVA y corrección de Bonferroni, p<0.05) del de los 
espermatozoides de las regiones corpus y cauda (Tabla 28). La proporción de núcleos 
espermáticos con daño de ADN disminuye a medida que los espermatozoides descienden por el 
epidídimo (Figura 59) 
Tinción con cromomicina A3 
No se encontraron diferencias significativas en el nivel de espermatozoides CMA3+ entre 
las regiones del epidídimo caput, corpus y cauda (Tabla 28). Los espermatozoides de ratón 
recogidos en las distintas regiones del epidídimo presentan un nivel de protaminación similar 
(Figura 59). 
Tinción con azul de anilina 
La proporción de espermatozoides AB+ no presentó diferencias significativas  entre las 
tres regiones del epidídimo analizadas (Tabla 28). La mayoría de los espermatozoides de las tres 
regiones del epidídimo analizadas eran maduros y morfológicamente normales (Figura 59). 
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5.8 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de caballo. Relación de la 
fertilidad con la fragmentación del ADN. 
Test SCD sobre espermatozoides de caballo 
Cuando los espermatozoides de caballo se procesan con el test SCD modificado, se 
originan dos tipos de núcleos espermáticos: algunos espermatozoides liberan los bucles de ADN 
formando grandes halos de cromatina dispersa, mientras que otros, producen halos de 
dispersión de la cromatina muy pequeños (Figura 60).  
La presencia de roturas en los núcleos espermáticos se validó mediante la incorporación 
directa de nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick 
Translation. De acuerdo con el nivel de incorporación de nucleótidos en el ensayo, se 
encontraron dos tipos de espermatozoides: nucleoides con ausencia de incorporación de 
nucleótidos marcados y nucleoides con intensa incorporación de nucleótidos marcados en los 
halos de dispersión de los bucles de ADN (Figura 61). De manera que en el ensayo SCD, los 
espermatozoides con grandes halos de cromatina dispersa, tienen el ADN nuclear fragmentado, 
mientras que aquellos espermatozoides con halos de dispersión de la cromatina pequeños, 
tienen el ADN nuclear intacto. De acuerdo con este criterio, se calculó el índice de fragmentación 
de 19 caballos usando las dos técnicas, el test SCD y el ensayo ISNT. El índice de 
fragmentación medio calculado mediante el test SCD (media ± error estándar) (10,35% ± 1,95%) 
resultó ser similar al obtenido mediante el ensayo ISNT (11,11% ± 2,27%). No se encontraron 
diferencias significativas (U Mann Whitney, p>0,05) en los índices de fragmentación calculados 
por estas técnicas en ninguna de las 19 muestras analizadas (Figura 62).  
La metodología básica proporcionada en el kit comercial Sperm-Equus-Halomax, 
permite, además de una estimación directa del índice de fragmentación de una muestra en 
microscopía óptica, la visualización de las roturas de ADN mediante la incorporación de 
nucleótidos marcados usando la ADN  polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick Translation. Los 
resultados obtenidos muestran que el test SCD permite el análisis rutinario del DFI de muestras 
de espermatozoides de caballo, así como la investigación básica y clínica en este tema en el 
laboratorio de análisis seminal.  
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Compa ación de los parámetros indicadores de la calidad seminal en muestras frescas y 
descongeladas 
r
r
r  i  t  
Los parámetros motilidad e integridad de membrana plasmática, medidos en muestras de 
semen fresco y descongelado, presentaron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05). 
También se encontraron diferencias significativas (ANOVA, p<0,05) en la morfología de las 
muestras frescas y descongeladas. Los valores de estos parámetros en semen fresco son 
superiores a los de las muestras congeladas (Tabla 29, Figura 63). Los resultados indican que el 
proceso de congelación, almacenado y descongelación, afecta negativamente a la motilidad, la 
integridad de la membrana plasmática y a la morfología de los espermatozoides de caballo. 
Compa ación del DFI con otros parámetros indicadores de la calidad seminal 
El DFI se calculó exclusivamente en las muestras descongeladas y este parámetro 
correlaciona de manera negativa y estadísticamente significativa (Rho Spearman, p<0,05) con la 
motilidad, la morfología normal y la integridad de la membrana plasmática de los 
espermatozoides de las muestras de semen fresco y descongelado estudiadas (Tablas 30 y 31). 
Compa ación del DFI y otros parámetros indicadores de la calidad sem nal con la asa de
embarazo y el nº de servicios por embarazo 
La tasa de embarazo conseguida correlaciona de manera estadísticamente significativa 
(Rho Spearman, p<0,05) y positiva con la motilidad, la morfología normal y la integridad de la 
membrana plasmática de los espermatozoides de la muestra usada. Además, esta tasa, tiene 
una correlación negativa y significativa (Rho Spearman, p<0,05) con el DFI calculado, con altos 
valores de DFI asociados a un número bajo de embarazos tras inseminación artificial (Tablas 30 
y 31). 
El número de servicios por embarazo correlaciona de manera negativa y 
estadísticamente significativa (Rho Spearman, p<0,05) con la motilidad, la morfología normal y la 
integridad de la membrana plasmática de los espermatozoides de la muestra usada. Además, 
esta tasa tiene una correlación positiva y significativa (Rho Spearman, p<0,05) con el DFI 
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calculado, con altos valores de DFI asociados a un número elevado de servicios por embarazo 
(Tablas 30 y 31).  
Compa ación del DFI del grupo de caballos con fertilidad alta y baja r
Las 23 muestras de semen de caballo estudiadas se dividieron en dos grupos, de alta 
(n=16) y baja fertilidad (n=7) de acuerdo con los criterios establecidos por Dowset y Pattie en 
1982. Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos establecidos en los 
siguientes parámetros: morfología, integridad de la membrana plasmática e índice de 
fragmentación (Tabla 32, Figura 64). Se encontraron también diferencias significativas (p<0,05) 
entre los grupos en la tasa de embarazo y el número de servicios por embarazo (Tabla 32). Los 
resultados indican que los caballos pertenecientes al grupo de fertilidad alta poseen un DFI 
significativamente (U Mann Whitney, p<0,05) inferior al del grupo de caballos con fertilidad baja 
(Tabla 32). El test SCD proporciona una prueba sencilla para evaluar el daño de ADN presente 
en una muestra de semen y parece un buen indicador que podría ser usado en el análisis de la 
fertilidad. 
5.9 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de oveja. Efecto de la 
vacunación sobre la fragmentación del ADN. 
Test SCD sobre espermatozoides de oveja 
Cuando los espermatozoides de oveja se procesan con el test SCD modificado, se 
originan dos tipos de núcleos espermáticos: algunos espermatozoides liberan los bucles de ADN 
formando grandes halos de cromatina dispersa, mientras que otros, producen halos de 
dispersión de la cromatina muy pequeños (Figura 65).  
La presencia de roturas en los núcleos espermáticos se validó mediante la incorporación 
directa de nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick 
Translation. En este ensayo se confirma que los espermatozoides con grandes halos de 
cromatina dispersa tienen su ADN nuclear fragmentado, mientras que aquellos espermatozoides 
con halos de dispersión de la cromatina pequeños, tienen su ADN nuclear intacto (Figura 66). De 
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acuerdo con este criterio, se calculó el índice de fragmentación de una muestra representativa de 
70 ovejas. Los niveles basales de fragmentación de ADN van de 1% a 40,67% con una media ± 
error estándar de 5,94% ± 0,77%. Además, se calculó el índice de fragmentación de ADN de 20 
ovejas usando las dos técnicas, el test SCD y el ensayo ISNT, los resultados se muestran en la 
Figura 67. El índice de fragmentación medio calculado mediante el test SCD (media ± error 
estándar) (7,26% ± 2,19%) resultó ser similar al obtenido mediante el ensayo ISNT (8,06% ± 
2,01%). No se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p>0,05) en los índices 
calculados por estas técnicas en ninguna de las 20 muestras analizadas.  
El protocolo del test SCD modificado para ser utilizado sobre espermatozoides ovinos 
permite, además de una estimación directa del índice de fragmentación de una muestra en 
microscopía óptica, la visualización de las roturas de ADN mediante la incorporación de 
nucleótidos marcados usando la ADN polimerasa I en un ensayo de In Situ Nick Translation. El 
test SCD permite el análisis rutinario del DFI de muestras de espermatozoides de oveja, así 
como la investigación básica y clínica en este tema en el laboratorio de análisis seminal. 
Efecto de la vacunación sobre la fragmentación del ADN 
El rango de DFI observado en el grupo control 1 (Enero a Junio) iba desde individuos con 
1% hasta otros con más del 40%. El valor medio del DFI en este periodo fue (media ± error 
estándar) 6,40% ± 1,30% (Tabla 33). 
Los animales estudiados entre Octubre y Diciembre (grupo control 2) mostraron una 
distribución de valores de DFI similar  (5,71% ± 0,75%) a los del grupo control 1 (Tabla 33). No 
se obtuvieron diferencias significativas entre ambos periodos de análisis.  
La condición del DFI de los grupos de individuos 20 y 40 días después de la vacunación 
fue muy distinta. El DFI 20 días después de la vacunación (VG1) con un valor medio de 
63,42%±3,35% aumentó de manera significativa (ANOVA, corrección de Bonferroni, p<0,05) con 
respecto a los grupos control (Tabla 33, Figuras 68 y 69). En el grupo de 40 días después de la 
vacunación (VG2), el DFI (21,72% ± 4,22%) disminuyó significativamente (ANOVA, corrección 
de Bonferroni, p<0,05) con respecto al DFI del grupo VG1. El índice de fragmentación medio 
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calculado en este grupo VG2 es además significativamente superior al de los dos controles 
utilizados (ANOVA, corrección de Bonferroni, p<0,05) (Tabla 33, Figura 69). 
En conclusión, la vacunación aumenta de manera temporal el índice de fragmentación de 
ADN de los espermatozoides ovinos. El incremento del DFI tras la vacunación se restaura 
alcanzando los niveles normales a partir de los 40 días después de la vacunación. Este aumento 
de la fragmentación del ADN ha de ser considerado a la hora de usar muestras de semen 
recogidas de animales vacunados para reproducción artificial, pues podrían ver disminuida su 
capacidad fecundante.  
5.10 Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre los espermatozoides de distintas especies 
animales 
El ensayo cometa 2D 
El ensayo cometa 2D produce migración de fragmentos de ADN en dos ejes. La 
migración en el eje X (de derecha a izquierda), corresponde a la primera electroforesis (neutra), 
en la que el ADN migra en una conformación de cadena doble. La migración en el eje Y (de 
arriba a abajo) corresponde a la segunda electroforesis (alcalina), en la que el ADN migra en una 
conformación de cadena sencilla. Los tipos de cometa 2D obtenidos en cada una de las especies 
estudiadas siguen el mismo patrón que los representados en la Figura 24.  En el caso de las 
muestras de marsupiales estudiadas, es llamativo observar la ausencia, en todos los casos, de 
espermatozoides con daño doble basal (Figuras 70 a, 71 a, 72). Se descartó la posibilidad de 
que esta ausencia fuera resultado de la incapacidad del ensayo cometa 2D para detectar este 
tipo de daño en estas especies, pues cuando los espermatozoides de koala y canguro se 
trataron con un agente productor de roturas de cadena doble como es la enzima de restricción 
Alu I, aparecieron en la preparación núcleos espermáticos con una cola de migración en el eje X 
(daño de ADN de cadena doble) (Figuras 70 b y 71 b). El ensayo cometa 2D en estas especies 
es, por tanto, capaz de detectar las roturas dobles así que parece que los espermatozoides de 
koala, canguro y wombat carecen de daño de ADN de cadena doble basal en las muestras de 
semen normales. 
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Tratamiento con H2O2  
Dos muestras de semen de dos individuos diferentes de cada una de las seis especies 
analizadas se trataron de manera independiente con concentraciones crecientes de H2O2, un 
productor activo de roturas de ADN de cadena sencilla. Los resultados expresados como la 
frecuencia de células con el ADN fragmentado se muestran en la Tabla 34.  
Tanto en las muestras espermáticas correspondientes a las especies del grupo 
Metatheria como en las de las especies del grupo Eutheria, la frecuencia de espermatozoides 
con daño de ADN de cadena sencilla (DFI ss) aumentó con la concentración de H2O2. En las 
muestras de marsupiales, el DFI ss fue significativamente superior (ANOVA, p<0,05) al de las 
muestras de placentarios analizadas, en todas las dosis de H2O2 probadas. La menor dosis, no 
produjo ningún efecto sobre los espermatozoides de las especies del grupo Eutheria (Figura 73 
a). Estos resultados confirmaron que los núcleos espermáticos de las especies de mamíferos de 
la infraclase Eutheria son más estables que los de las especies de la infraclase Metatheria. 
En las especies del grupo Eutheria analizadas, es llamativo el caso de los 
espermatozoides de cerdo, cuyo DFI se mantuvo invariable independientemente del nivel de 
exposición al H2O2, salvo en la dosis más alta (Figura 73 a). Estos resultados sugieren que los 
espermatozoides de cerdo son más resistentes al daño de ADN por estrés oxidativo que los 
espermatozoides del resto de los placentarios analizados. Esta estabilidad nuclear podría estar 
relacionada con la cantidad de residuos de cisteína, susceptibles de formar puentes disulfuro, 
presentes en las protaminas (Figura 73 b). De hecho, en las especies analizadas, el número de 
cisteínas presentes en la protamina 1 de los espermatozoides (Figura 74) resultó ser 
inversamente proporcional al efecto nocivo del  H2O2 (Figura 75). 
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6. DISCUSIÓN 
6.1 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides humanos  
Cuando los espermatozoides humanos se exponen a la solución desnaturalizante y 
posteriormente a la solución de lisis desproteinizante incluidas en el kit Halosperm, es posible 
apreciar distintos patrones de dispersión del ADN. Cada uno de estos patrones corresponde, de 
acuerdo con los resultados del ensayo DBD-FISH realizado, a distintos niveles de roturas de 
ADN. Se observa que los espermatozoides con halos grandes de dispersión del ADN muestran 
niveles de marcaje en DBD-FISH muy débiles, e incluso indetectables, en áreas nucleares 
específicas. Estas áreas probablemente correspondan a regiones de agrupación de secuencias 
de ADN satélite repetitivas, que son muy sensibles a la desnaturalización (Cortés-Gutierrez y col, 
2008). Los espermatozoides con halo de tamaño mediano, presentan un ligero aumento de la 
señal de DBD-FISH  con respecto a los núcleos con halo grande. En contraste, los núcleos de 
espermatozoides con halos de tamaño pequeño o sin halo, muestran un marcaje de DBD-FISH 
muy fuerte, correspondiente a un nivel de daño de ADN alto (Fernández y col., 2003; Fernández 
y col., 2005). De esta manera se determina, en cada nucleoide, el nivel de roturas de ADN en 
relación al tamaño del halo de dispersión. Se demuestra que los nucleoides que presentan un 
halo de dispersión grande o mediano se pueden considerar espermatozoides con el ADN intacto, 
mientras que aquellos que presentan un halo pequeño, o ausencia de halo, poseen el ADN 
nuclear fragmentado. Es particularmente llamativo el tipo de espermatozoides degradado, que 
representa un nivel de daño de ADN extremo. Este daño parece que afecta no sólo al ADN sino 
también a las proteínas de la matriz nuclear. También se visualizan en la preparación nucleoides 
grandes, sin cola que no corresponden a espermatozoides y que podrían ser espermátidas, 
leucocitos u otras células no germinales.  
La estructura de bucles de ADN unidos a una matriz había sido observada anteriormente 
por Cook y col. en 1976. Probablemente, la desnaturalización de las roturas de ADN y la 
posterior desproteinización de los núcleos espermáticos desorganice la cromatina de los 
espermatozoides de manera diferente en el caso de los núcleos con el ADN fragmentado e 
intacto de manera que la estructura toroidal descrita por Ward (1993) podría verse modificada 
por efecto de la desproteinización. Probablemente, en los espermatozoides con el ADN intacto, 
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se liberen los bucles de ADN presentes en los toroides quedando dispuestos alrededor de una 
estructura proteica residual correspondiente a la matriz nuclear. En el caso de los 
espermatozoides fragmentados, estos bucles se liberarían del mismo modo junto con los 
fragmentos de ADN presentes en ellos, de manera que los fragmentos se expandirían en torno al 
core dispersándose de forma más irregular. Cuando previamente a una lisis desproteinizante, los 
espermatozoides se exponen a una solución ácida, la respuesta de los núcleos espermáticos es 
distinta. En el caso de los núcleos con el ADN intacto, la desnaturalización y posterior 
desproteinización produciría la liberación de los bucles de ADN de manera similar a la descrita 
en el caso anterior. En el caso de los núcleos con el ADN fragmentado, la solución ácida podría 
provocar que los extremos de las roturas hicieran crosslinking con las proteínas, impidiendo la 
liberación de los bucles tras la desproteinización y dando lugar a estructuras sin halo o con halos 
muy pequeños. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en el caso del tratamiento 
ácido-lisis los núcleos espermáticos sin halo o con halo pequeño sean el resultado de una 
liberación extrema de los fragmentos de ADN presentes en los mismos, tan masiva y expandida 
que estos fragmentos serían indetectables mediante las tinciones realizadas, los halos de 
dispersión de fragmentos serían tan grandes y estarían tan dispersos que se difuminarían en el 
fondo de la preparación. 
Aunque los distintos tipos de espermatozoides pueden identificarse visualmente de 
manera sencilla, el uso de un programa informático de análisis de imagen puede facilitar la 
determinación del índice de fragmentación de ADN de una muestra. Cada uno de los tipos de 
espermatozoide, establecidos de acuerdo con la morfología del halo, se analizó visualmente y 
mediante análisis de imagen digital en dos y tres dimensiones. Los dos sistemas de análisis 
digital permitieron la clasificación de los espermatozoides en cada uno de los tipos celulares 
establecidos de visu. El análisis de imagen de muestras de espermatozoides procesados con el 
test SCD usando tanto el soporte informático Leica Qwin P o como Volocity, proporciona un 
sistema cuantitativo y objetivo para medir el daño de ADN en dos y tres dimensiones 
respectivamente. Esta herramienta podría mejorarse y unirse a un microscopio automático 
constituyendo así un sistema autónomo para cuantificar el nivel y el tipo de daño en un gran 
número de espermatozoides. 
r
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En conclusión, el test SCD permite la determinación de los niveles de fragmentación de 
ADN de una muestra de espermatozoides humanos de manera sencilla, fiable y a un bajo coste, 
lo cual hace que se pueda utilizar de forma rutinaria. Además, es un procedimiento muy versátil 
que puede combinarse con FISH, incubación con anticuerpos y tinciones para detectar la 
proteína residual (De la Torre y col., 2007), permitiendo de esta manera relacionar la 
fragmentación del ADN con la presencia de aneuploidías cromosómicas (Muriel y col., 2007), 
nivel de metilación y cantidad de daño de ADN presente en cromosomas, regiones de 
cromosomas o genes específicos. 
6.2 La fragmentación del ADN de espermatozoides de pacientes con varicocele 
Es interesante comprobar que los resultados obtenidos confirman lo que ya algunos 
estudios habían demostrado, que el nivel de daño de ADN de los espermatozoides de los 
pacientes con problemas de fertilidad de diferente etiología, es superior al de los hombres fértiles 
(Host y col., 1999; Zini y col., 2001). En este caso, el DFI del grupo de hombres fértiles es casi 
dos veces superior al del grupo de pacientes infértiles, haciendo, una vez más, relevante el 
análisis del parámetro integridad del ADN para la valoración de la calidad de una muestra de 
semen. Además, como algunos trabajos recientes han constatado (Saleh y col., 2003b; Chen y 
col., 2004), los resultados confirman que las muestras de pacientes con varicocele contienen una 
proporción de células con ADN fragmentado significativamente superior a las de los hombres 
fértiles. El porcentaje medio de espermatozoides con el ADN fragmentado en pacientes con 
varicocele, determinado mediante SCSA, es 25% (Saleh y col., 2003b) cerca del 23% obtenido 
mediante TUNEL (Chen y col., 2004). Los resultados obtenidos en este estudio usando el test 
SCD confirman estas observaciones. Sin embargo, en las muestras de pacientes con varicocele 
analizadas, se detectó una proporción de espermatozoides fragmentados ligeramente más 
elevada (32,4%) que las observadas usando otras técnicas. Esto podría reflejar una mayor 
sensibilidad del test SCD comparado con otras metodologías para detectar células con ADN 
fragmentado (Fernández y col., 2005).  
Por otro lado, la frecuencia de espermatozoides con el ADN fragmentado en las muestras 
de pacientes con varicocele analizadas, no presentó diferencias significativas con las de los otros 
dos grupos de pacientes infértiles estudiados (Saleh y col., 2003b). Tampoco se encontraron 
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diferencias significativas en el DFI calculado en el grupo de pacientes normozoospérmicos y el 
grupo de pacientes con parámetros seminales anormales. Esta ausencia de diferencias debería 
considerarse en términos relativos, pues en un estudio anterior, realizado también con el test 
SCD (Fernández y col., 2005), se encontró que los pacientes oligoastenozoospérmicos 
mostraban un DFI significativamente superior al de los pacientes normozoospérmicos. Esto 
sugiere que el grupo con parámetros seminales anormales es muy heterogéneo y probablemente 
las muestras con anomalías más intensas y combinadas podrían tener más frecuencia de 
espermatozoides con el ADN fragmentado. De manera que las diferencias en el DFI deberían 
encontrarse dependiendo de la contribución relativa de ciertos subgrupos al grupo total de 
pacientes con parámetros seminales anormales. 
Como se ha dicho, no se encontraron diferencias en la frecuencia de espermatozoides 
con el ADN fragmentado entre las muestras analizadas de pacientes con varicocele y el resto de 
los pacientes infértiles, sin embargo, la proporción relativa de espermatozoides extremadamente 
dañados (degradados) en el total de espermatozoides fragmentados resultó ser superior en el 
grupo de pacientes con varicocele comparado con el resto de los grupos analizados. Esta 
proporción parece baja e independiente del estatus de fertilidad, excepto en el grupo de 
pacientes con varicocele. En estos pacientes el DDI/DFI es 2-3 veces superior al de los otros tres 
grupos estudiados. De manera que la determinación de la contribución de los espermatozoides 
degradados a la población de espermatozoides con ADN fragmentado podría orientar en el 
diagnóstico del varicocele. Sería interesante incluir el test SCD como prueba complementaria en 
el estudio diagnóstico de pacientes con varicocele. De la misma manera que se ha propuesto la 
determinación de los niveles de ROS y la actividad antioxidante total en el semen (Saleh y col., 
2003b; Allamaneni y col., 2004). Además, sería muy interesante evaluar si la varicocelectolemia 
disminuye la frecuencia de espermatozoides con el ADN fragmentado como se ha publicado 
recientemente (Zini y col., 2005a), así como la contribución relativa de los espermatozoides con 
daño nuclear extremo (degradados) a esta población.  
La discriminación de los distintos grados de fragmentación de ADN es una propiedad 
única del test SCD. Los espermatozoides con el ADN fragmentado pueden presentar: halos 
pequeños de dispersión de bucles de ADN; no presentar halo pero el core teñido fuertemente o, 
no presentar halo y el core teñido de manera suave e irregular. Este modelo gradual refleja un 
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daño de ADN nuclear progresivamente mayor. En el último tipo, el degradado, parece que el 
daño afecta no sólo al ADN sino también a las proteínas, especialmente a las de la matriz 
nuclear pues bajo el protocolo del SCD inicial, aparecen pequeños fragmentos pulverizados 
(Fernández y col., 2003).  
Dentro de la población de espermatozoides con el ADN fragmentado, la contribución de 
las células con halo pequeño y sin halo (y con el core bien teñido) es similar entre los 4 grupos. 
Sin embargo, 1 de cada 4 células con ADN fragmentado pertenece al tipo degradado en las 
muestras de pacientes con varicocele. Esto duplica la proporción observada en los pacientes 
normozoospérmicos, los pacientes con parámetros seminales anormales y los hombres fértiles. 
En estos grupos se encontró que alrededor de 1 de cada 9 células con ADN fragmentado tenía 
un nivel de daño de ADN extremo. Aunque la frecuencia media de espermatozoides con el ADN 
fragmentado es casi dos veces mayor en hombres infértiles que en hombres fértiles, la 
proporción relativa de espermatozoides con daño extremo de ADN en el total de 
espermatozoides fragmentados parece ser baja en todos los grupos, salvo en el de los pacientes 
con varicocele. 
La naturaleza del daño en los espermatozoides degradados ha de estar relacionada con 
una exposición fuerte y prolongada a factores productores de daño de ADN. La excesiva 
producción de espermatozoides degradados, con un alto nivel de daño de ADN, en los pacientes 
con varicocele, parece ser el resultado de la exposición de las células espermáticas al entorno 
de alta temperatura y estrés oxidativo característico de esta patología. Varios estudios han 
determinado el aumento de la temperatura testicular en los pacientes que sufren varicocele 
(Zorgniotti y Macleod, 1973; Goldstein y Eid, 1989). Además se ha observado que la 
varicocelectolemia normaliza las temperaturas escrotales y la calidad seminal (Pryor y Howards, 
1987; Saleh y col., 2003b; Schlesinger y col., 1994). Yamaguchi y col. demostraron en 1989 que 
los pacientes con varicocele tienen niveles altos de fragmentación de ADN y concentraciones de 
ROS en el plasma seminal elevadas. Y estudios más recientes han correlacionado el aumento 
en los niveles seminales de ROS con el grado del varicocele (Allamaneni y col., 2004).  
En este estudio se ha tratado de reproducir in vitro el ambiente desfavorable al que están 
sometidos los espermatozoides en este tipo de pacientes. Los resultados indican que tanto la 
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temperatura elevada como el estrés oxidativo tienen un efecto negativo sobre la integridad del 
ADN de los espermatozoides humanos. Se observa un aumento progresivo del índice de 
fragmentación de ADN por efecto de la temperatura, así como un ascenso significativo del índice 
de degradación en etapas avanzadas del proceso. Además, cuando las muestras de semen se 
someten a concentraciones crecientes de H2O2, el índice de fragmentación de ADN aumenta 
también de manera significativa y mostrando un efecto dosis-respuesta. Lo mismo ocurre en el 
caso del índice de degradación en las fases más avanzadas. 
Las diferencias observadas en la dinámica de la fragmentación y de la degradación 
espermática a 34 y 37ºC, podrían explicar la considerablemente mayor frecuencia de 
espermatozoides degradados en pacientes con varicocele, cuya temperatura testicular es 37ºC 
frente a los 34ºC intratesticulares normales (Goldstein y Eid, 1989). Además, la aceleración del 
proceso de fragmentación y degradación in vitro observado en la incubación de muestras a 
concentraciones de H2O2 crecientes en comparación con el control podría, de la misma manera, 
explicar la alta frecuencia de espermatozoides degradados de los pacientes con varicocele. La 
combinación de estos dos factores, alta temperatura y estrés oxidativo, síntomas característicos 
del varicocele, durante un periodo largo de tiempo, parecen ser responsables de la aparición del 
elevado porcentaje de espermatozoides degradados en pacientes con esta patología.  
Varios trabajos han demostrado que el calor y estrés oxidativo deterioran el ADN 
espermático (Rockett y col., 2001; Agarwal y col., 2003; Banks y col., 2005; Fernández y col., 
2005; Paul y col., 2008). La función testicular normal depende de la temperatura (Fukui, 1923; 
Moore y Quick, 1924 ) y en la mayoría de los mamíferos los testículos se mantienen entre 2 y 
8ºC por debajo de la temperatura corporal (Harrison y Weiner, 1948; Ivell, 2007). La idea de que 
un aumento en la temperatura testicular resulta en una espermatogénesis anormal está 
ampliamente documentada. La contracepción mediante el uso del calentamiento genital se ha 
demostrado usando baños calientes (Mieusset y Bujan, 1994). El enfriamiento escrotal y 
testicular se ha propuesto en el pasado como terapia para mejorar la calidad seminal (Davidson, 
1954; Frankenhuis y Wensing, 1979; Mulcahy, 1984). Además, los hombres con temperaturas 
escrotales por encima de la normalidad se ha observado que presentan: concentración 
espermática reducida (Mieusset y Bujan, 1995), aumento en la incidencia de espermatozoides 
anormales o inmaduros, tasas elevadas de sub o infertilidad (Wang y col., 1997) y una elevada 
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frecuencia de espermatozoides con fragmentación de ADN (Saleh y col., 2003b; Chen y col., 
2004). En ratones, el estrés calórico resulta en pérdida de células germinales, mala calidad 
seminal, integridad de ADN alterada, empaquetamiento anormal de la cromatina, tasas de 
fecundación y embarazo reducidas y pérdida embrionaria temprana (Rockett y col., 2001; Banks 
y col., 2005; Paul y col., 2008). Finalmente varios estudios han mostrado cambios en la 
expresión genética tras estrés calórico, especialmente se ha observado un descenso significativo 
en la expresión de proteínas implicadas en la detección y reparación del daño de ADN 
(Tramontano y col., 2000; Rockett y col., 2001; Schreiber y col., 2002). 
Por otro lado, el varicocele también produce altos niveles de ROS que resultan en estrés 
oxidativo. Estas ROS cuando están presentes en concentraciones limitadas se cree que juegan 
un rol fisiológico importante durante la capacitación espermática (Aitken y Fisher, 1994; De 
Lamirande y Gagnon, 1995). Sin embargo, a altas concentraciones, las ROS dan lugar a 
disfunción espermática y daño de ADN oxidativo (Kodama y col., 1997; Aitken y col., 1998; 
Lopes y col., 1998a; Barroso y col., 2000). El óxido nítrico liberado por las células endoteliales de 
las venas espermáticas dilatadas y el peroxinitrito generado por su reacción con el radical 
superóxido son probablemente fuentes importantes responsables del alto nivel de estrés 
oxidativo del varicocele (Mitropoulos y col., 1996; Romeo y col., 2001; Turkyilmaz y col., 2004). 
La fragmentación de ADN podría ser una expresión directa de ese daño oxidativo o una 
consecuencia provocada por un proceso similar al apoptótico por la superproducción de ROS.  
De manera que el elevado nivel de espermatozoides con el ADN degradado detectado en 
los pacientes con varicocele debe ser el resultado de la combinación de varios factores: la 
temperatura testicular elevada característica de esta patología y el estrés oxidativo resultante de 
la elevada producción de ROS también descrita en esta enfermedad. Puesto que se ha 
observado que in vitro, la incubación prolongada de espermatozoides pertenecientes a individuos 
normozoospérmicos, en condiciones de estrés calórico y oxidativo produce un aumento llamativo 
del índice de fragmentación en primera instancia y del índice de degradación en las etapas 
avanzadas. 
 En conclusión, los resultados de este estudio indican que los pacientes con varicocele 
presentan una tasa de espermatozoides degradados, espermatozoides con un alto nivel de 
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daño, superior a la del resto de grupos analizados. Esto muestra la importancia de analizar 
distintos niveles de daño de ADN  a nivel celular y la utilidad del test SCD a la hora de revelarlos. 
La naturaleza del daño de ADN nuclear de estos espermatozoides degradados parece ser el 
resultado de una exposición intensa y prolongada a alta temperatura, estrés oxidativo o a una 
combinación de ambos. 
6.3 El ensayo cometa en dos dimensiones en espermatozoides humanos 
La metodología que se presenta en este trabajo permite distinguir la cantidad y el tipo de 
daño de ADN presente en el mismo espermatozoide humano. Este ensayo produce la migración 
del ADN en dos ejes. La migración en el eje X corresponde a la primera electroforesis (neutra) en 
la que el ADN migra en una conformación de cadena doble. La migración en el eje Y 
corresponde a la segunda electroforesis (alcalina) en la que el ADN migra en una conformación 
de cadena sencilla. Es llamativo observar que el aspecto de las colas de los cometas es 
diferente según sean resultado de la lisis neutra o alcalina. La cola de los cometas neutros (eje 
X) es más compacta, y está unida a la cabeza del cometa en los niveles de daño de ADN bajos; 
mientras que, la cola de los cometas alcalinos (eje Y) es más dispersa y está más separada de la 
cabeza, incluso en los niveles de daño bajos. Klaude y col. en 1996 describen estructuras 
similares. Esta morfología responde a la organización del ADN en las colas de los cometas de 
uno y otro tipo. Las colas de los cometas obtenidas como resultado de la lisis neutra del ensayo 
(eje X) están constituidas por bucles de ADN extendidos unidos a estructuras nucleares 
localizadas en la cabeza del cometa, mientras que las colas de los cometas de la lisis alcalina 
(eje Y) están constituidas por fragmentos de ADN libres. A esta misma conclusión llegan 
Shaposhnikov y col. (2008) en un trabajo reciente utilizando hibridación in situ fluorescente. Las 
señales de hibridación obtenidas en los cometas alcalinos son distintas de las de los cometas 
neutros indicando que la organización  del ADN en las colas de estos cometas es diferente. 
Confirman que los cometas neutros están constituidos por bucles de ADN y que las colas de los 
cometas alcalinos están formadas por fragmentos de ADN libres.  
Cuando se usan dosis altas de radiación, Klaude y col. (1996) comprueban que la cola de 
los cometas neutros se comporta de manera similar a la de los cometas alcalinos y sugieren, por 
tanto, que ha de estar constituida por fragmentos de ADN procedentes de las roturas de cadena 
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doble. Esto explicaría porqué en el caso de los cometas 2D con niveles altos de roturas de 
cadena sencilla y doble, ambas colas están separadas de la cabeza, en contra de la continuidad 
de las colas neutras en los cometas con bajo nivel de daño. En los cometas con niveles bajos de 
daño, más que la migración de fragmentos de ADN, lo que debe ocurrir es que las hebras del 
ADN unidas a la cabeza del cometa se estiran por efecto de la electroforesis. A medida que el 
número de roturas aumenta, se producen fragmentos de ADN que migran libremente en la cola 
(Fairbairn y col., 1995). 
La detección de roturas de ADN de cadena sencilla y doble fue descrita por primera vez 
por Rydberg y Johanson en 1978, que utilizaron la tinción con naranja de acridina para identificar 
roturas de cadena doble y sencilla en células inmersas en un microgel de agarosa lisadas en 
condiciones alcalinas. La cantidad de roturas de ADN de cadena doble y sencilla se determinó 
mediante el cálculo de la proporción de fluorescencia verde y roja. En otro trabajo posterior, en el 
que la tinción con naranja de acridina se usó sobre cometas alcalinos (Collins y col., 1997), se 
observó que las colas de cometa emitían fluorescencia roja y las cabezas, fluorescencia verde. 
Se sugirió que en el ADN de la cabeza, tras la lisis alcalina y la electroforesis, los bucles se 
mantenían intactos, de manera que las dos hebras podían unirse de nuevo fácilmente. No así los 
fragmentos de la cola. En el ensayo cometa 2D el uso de la tinción con naranja de acridina 
confirma la presencia independiente de ADN de cadena sencilla y doble en cada una de las 
colas. La proximidad de las hebras en el caso de las roturas de cadena doble, bien porque los 
bucles se mantienen intactos o bien porque los fragmentos migran juntos, permite la 
renaturalización de las cadenas de ADN. En el caso de los fragmentos de ADN de cadena 
sencilla esta renaturalización no es posible.  
Varios trabajos se han publicado hasta la fecha usando la electroforesis en gel en dos 
dimensiones. Klaude y col. (1996) en su trabajo usan condiciones neutras o alcalinas en ambas 
electroforesis para demostrar la presencia de fragmentos o bucles de ADN en las colas de los 
cometas de cada una de las versiones del ensayo pero no combinan, como en este estudio, las 
dos versiones en una misma prueba. En otro trabajo realizado por Fernández y col. (2001), se 
presenta un ensayo en dos dimensiones similar, capaz de cuantificar de manera simultánea en la 
misma célula roturas de ADN de cadena sencilla y doble y sugiere la correspondencia de cada 
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una de las colas con la presencia de roturas de  ADN de uno u otro tipo pero sin demostrar el 
fundamento de la prueba. 
El ensayo cometa 2D supone un paso adicional en la evaluación del daño pues consigue 
discriminar de manera clara la cantidad y el tipo de roturas de ADN, de cadena doble y sencilla, 
de una misma célula. Las roturas de cadena doble se consideran en general más relevantes, en 
términos biológicos, que las de cadena sencilla (Khanna y Jackson, 2001). Su reparación es más 
compleja y se ha descrito, en células somáticas, que pueden provocar alteraciones 
cromosómicas como inversiones, traslocaciones, deleciones, cromosomas dicéntricos y 
formación de micronúcleos (Bryant, 1984; Natarajan y Obe, 1984; van Gent y col., 2001). 
Ninguno de los métodos disponibles actualmente para la evaluación de la fragmentación del 
ADN es capaz de establecer una distinción entre las roturas de cadena sencilla y doble en la 
misma célula. Quizá determinadas proporciones de uno o ambos tipos de daño estén asociadas 
con problemas de fertilidad. El establecimiento de los distintos tipos de espermatozoides con 
distintos niveles y tipos de daño presentados en este estudio podría ayudar a identificar cuáles 
son los responsables de los problemas de fertilidad. El ensayo cometa 2D podría resolver parte 
del debate científico actual en torno a la influencia de la fragmentación del ADN en el embarazo y 
la fertilidad. 
Aunque es posible cuantificar el daño de ADN de los cometas sin el uso de programas 
informáticos de análisis de imagen, simplemente discriminando grados de daño de acuerdo con 
la apariencia del cometa, es bastante habitual el uso de soportes informáticos. Los parámetros 
que se miden habitualmente con el uso de estos programas son: la longitud de la cola del 
cometa, la intensidad de fluorescencia relativa del ADN de la cabeza y la cola, y el momento de 
la cola.  En el presente estudio se miden varios parámetros indicadores del tamaño del cometa y 
de la intensidad de fluorescencia tanto de la cabeza como de la cola, estableciendo valores 
independientes de cada uno de estos parámetros en cada tipo de cometa. La ventaja de usar 
este sistema es que los valores de los parámetros medidos pueden asociarse a una morfología 
de cometa determinada. No todas las variables son capaces de esto, por ejemplo, el momento 
de la cola, que consiste en el producto de la longitud de la cola por la intensidad de la misma, a 
pesar de ser un método de cuantificación muy popular, no proporciona una indicación clara del 
aspecto de los cometas (Collins, 2002). El análisis de imagen de espermatozoides procesados 
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con el ensayo cometa 2D usando el soporte informático Leica Qwin Pro proporciona un sistema 
cuantitativo y objetivo para medir el daño de ADN. Esta herramienta podría mejorarse y unirse a 
un microscopio automático permitiendo así un sistema autónomo para cuantificar el nivel y el tipo 
de daño en un gran número de espermatozoides. 
En definitiva, el ensayo cometa 2D tiene la capacidad de evaluar distintos niveles y tipos 
de daño de ADN en un mismo espermatozoide. El ensayo cometa unidimensional se considera 
una de las técnicas más sensibles para medir roturas. La variante presentada en este trabajo 
proporciona un análisis más profundo, no sólo de la cantidad, sino también de la cualidad del 
daño de ADN. La combinación del ensayo cometa 2D con FISH permitiría localizar cromosomas, 
regiones de cromosomas o genes específicos en el cometa y, por tanto, determinar la cantidad y 
el tipo de daño de ADN presente en estas regiones (Santos y col., 1997; McKelvey-Martin y col., 
1998; Rapp y col., 2000). Además, esta técnica podría adaptarse para evaluar distintos tipos de 
daño de ADN en otros tipos celulares. 
6.4 La fragmentación del ADN de espermatozoides humanos como indicador de la fertilidad 
en Reproducción Asistida 
En la primera parte del estudio se ha tratado de relacionar la integridad del ADN 
espermático con los parámetros seminales habituales y el éxito o fracaso de embarazo en 
inseminación artificial intrauterina mediante el análisis de muestras seminales  antes y después 
de la recuperación espermática. Los resultados obtenidos muestran que los dos métodos de 
preparación de espermatozoides utilizados, presentan una capacidad de recuperación de 
espermatozoides móviles similar y son igualmente eficaces a la hora de eliminar 
espermatozoides fragmentados (SCD), degradados y espermatozoides con daño de ADN de 
cadena doble. Es llamativo comprobar que la centrifugación en gradiente de densidad produce 
recuperados de espermatozoides con un porcentaje de roturas de cadena sencilla inferior al 
swim up. Esto puede ser debido a que el protocolo de centrifugación en gradiente de densidad 
utilizado es una combinación de la técnica de recuperación por gradientes convencional y el 
swim up, de manera que se trata de un método con mayor capacidad de filtro. Los 
espermatozoides son doblemente seleccionados, primero por el gradiente y a continuación por el 
swim up, así que parece lógico pensar que esta selección de espermatozoides más exhaustiva 
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tenga la capacidad de recuperar espermatozoides con menor daño de ADN de cadena sencilla. 
Muchos trabajos anteriores han obtenido resultados similares, en el sentido de que las técnicas 
de centrifugación en gradiente de densidad y swim up son igual de efectivas seleccionando 
espermatozoides funcionales para reproducción asistida (Tanphaichitr y col., 1988; Morales y 
col., 1991; Ng y col., 1992). Otras trabajos, sin embargo, afirman que las técnicas de 
recuperación no mejoran la integridad del ADN de las muestras (Younglai y col., 2001; Stevanato 
y col., 2008). Algunos comprueban que las técnicas de recuperación que implican centrifugación 
no seleccionan espermatozoides con mayor integridad de ADN y están asociadas con la 
generación iatrogénica de ROS que como consecuencia produce niveles altos de daño de ADN 
en las muestras recuperadas (Twigg y col., 1998a; Zini y col., 2000). En el caso del swim up, la 
mayoría de los trabajos coinciden en afirmar que mediante el uso de esta técnica se consigue un 
descenso significativo en el DFI y una eliminación eficiente de los espermatozoides con altos 
niveles de daño de ADN (Spano y col., 1999; Younglai y col., 2001; Zini y col., 2000). Quizá el 
swim up que sigue a la centrifugación en gradiente de densidad aplicada en este trabajo tenga 
algo que ver en la eficacia de la recuperación espermática de esta técnica en términos de 
fragmentación de ADN. 
De acuerdo con las características seminales, se observó una relación negativa entre la 
motilidad, la morfología, la concentración y el nivel de fragmentación de ADN calculado mediante 
el test SCD.  Se encontraron diferencias significativas en el DFI y el DDI de ADN entre el grupo 
de muestras normozoospérmicas y el grupo de muestras con parámetros seminales anormales. 
Las muestras normozoospérmicas tenían un DFI y DDI significativamente inferior que las no 
normozoospérmicas. Estos resultados están de acuerdo con la literatura y confirman que la 
calidad espermática está asociada con la fragmentación de ADN (Irvine y col., 2000; Tomlinson y 
col., 2001). 
Cuando se relaciona el éxito o fracaso de embarazo con la calidad seminal, los 
resultados indican que las muestras recuperadas con éxito de embarazo en IUI presentan una 
concentración de espermatozoides significativamente superior a la de las muestras con fracaso 
de embarazo en IUI. Varios estudios anteriores habían obtenido resultados similares (Van der 
Westerlaken y col., 1998; Khalil y col., 2001). Ambos comprueban que el número de 
espermatozoides inseminados afecta de manera significativa a la tasa de embarazo. Al valorar la 
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integridad del ADN de las muestras de semen recuperado empleadas en IUI, no se encontraron 
diferencias significativas ni en el DFI ni en el DDI calculados mediante el test SCD, ni tampoco 
en el DFI ss calculado mediante el ensayo cometa 2D, entre las muestras que habían 
conseguido un embarazo y las muestras que habían fracasado. De manera que no parece que 
ninguno de los parámetros indicadores de la integridad del ADN calculados tenga valor predictivo 
del embarazo en IUI. Estos resultados son coherentes con los obtenidos por Muriel y col. en un 
trabajo anterior (2006) empleando también el test SCD. Sin embargo, Duran y col. (2002) 
sugieren la existencia de una relación entre la calidad del ADN espermático y el embarazo en 
IUI, y afirman que la integridad del ADN podría usarse para predecir el embarazo en el 
tratamiento con IUI.  
Un resultado llamativo es que las muestras con éxito de embarazo en IUI presentaron un 
DFI ds en el recuperado, aunque bajo, significativamente superior a la de las muestras con 
fracaso de embarazo en IUI. Estas diferencias, aun siendo significativas, han de considerarse en 
términos relativos, pues se trata de valores de fragmentación muy bajos. Mientras que el grupo 
de muestras con éxito de embarazo presentó un DFI de 6,56±2,27%, el grupo de muestras que 
fracasó a la hora de conseguir un embarazo tenía un DFI de 4,81±0,71%. Estas diferencias no 
parecen tener mucha importancia, sería ilógico pensar que un alto nivel de daño de ADN de 
cadena doble favoreciera el embarazo. 
En conclusión, de acuerdo con los resultados obtenidos, la fragmentación del ADN 
medida mediante el test SCD, podría ser un buen parámetro indicador de la calidad seminal, 
pero no parece tener un valor predictivo del embarazo en IUI. Tampoco la integridad de ADN 
medida con el ensayo cometa 2D puede ser utilizada como tal. Sin embargo, la concentración de 
espermatozoides en las muestras recuperadas, sí que  parece que influye en el embarazo, este 
parámetro podría utilizarse como indicador del éxito o fracaso de embarazo en IUI. 
En la segunda parte del estudio se relaciona la integridad del ADN espermático con el 
éxito o fracaso de embarazo en FIV/ICSI. Los resultados indican que el índice de fragmentación 
de ADN, evaluado con el test SCD y con el ensayo cometa 2D, está  relacionado con el éxito de 
embarazo. Las muestras de semen puro que consiguieron un embarazo  presentaron un DFI 
calculado con el test SCD significativamente inferior al de las muestras que no lo consiguieron. El 
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índice de fragmentación, determinado mediante el test SCD en las muestras de semen puro, 
parece ser indicativo del éxito o fracaso del embarazo en FIV e ICSI. Aunque las muestras de 
semen puro no son utilizadas directamente en reproducción asistida sino que se procesan 
previamente mediante las técnicas de centrifugación en gradiente de densidad o swim up, 
parece que de alguna manera, la calidad del ADN de la muestra original influye en el resultado 
de la reproducción. 
En el caso de las muestras de semen recuperado, el ensayo cometa 2D fue capaz de 
discriminar entre las muestras que consiguieron un embarazo y las que fracasaron. Las muestras 
con éxito de embarazo presentaron un DFI ss+ds de ADN significativamente inferior al de las 
muestras que no consiguieron el embarazo. Parece que la cantidad y no tanto la cualidad del 
daño de ADN condiciona el éxito del embarazo mediante FIV/ICSI. Muchos trabajos han 
obtenido resultados similares y otros, contradictorios. La gran variedad de diseños 
experimentales, la diversidad de las muestras y la disparidad de grupos de pacientes estudiados, 
hacen que sea difícil comparar los resultados obtenidos.  
Por un lado, los resultados de varios de los trabajos publicados son consistentes con los 
obtenidos en este estudio. Los niveles altos de fragmentación de ADN se asocian con tasas de 
embarazo bajas (Henkel y col., 2004; Virro y col., 2004). De la misma manera, la integridad del 
ADN parece que presenta una íntima relación con el desarrollo embrionario postimplantación y 
las tasas de embarazo y aborto (Borini y col., 2006). Por el contrario, en estudios como el de 
Gandini y col. (2004) y Zini y col. (2005a) no se detectan diferencias en los valores de 
fragmentación de ADN entre los pacientes que consiguieron un embarazo y los que no, ni en 
ICSI ni en FIV convencional. Payne y col. (2005) tampoco pudieron establecer una correlación 
entre las tasas de embarazo y la frecuencia de espermatozoides con el ADN fragmentado 
determinada por SCSA. Huang y col. (2005), en un estudio realizado con muestras de pacientes 
en tratamiento FIV/ICSI, determinan la existencia de una correlación significativa entre la tasa de 
fragmentación y los parámetros seminales anormales y la tasa de fecundación, pero no 
encuentran correlación con la tasa de embarazo. En un trabajo reciente, Muriel y col. (2006), 
usando el test SCD, encontraron resultados similares y sugieren que la selección embrionaria 
realizada antes de la transferencia podría explicar parcialmente porqué la fragmentación del ADN 
correlaciona con la calidad embrionaria pero no está relacionada con el embarazo.  
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La extrema complejidad de todo el proceso, consecuencia de la interacción entre la 
diversidad en la naturaleza del daño, la capacidad variable de reparación de cada ovocito, junto 
con las particularidades técnicas de la tecnología de la reproducción asistida, podrían explicar las 
correlaciones dispares obtenidas en distintos estudios entre el daño de ADN detectado en el 
espermatozoide, la tasa de fecundación y la tasa de embarazo. 
Algunos estudios, especialmente utilizando la técnica SCSA, han sugerido que habría un 
umbral de frecuencia de espermatozoides con ADN fragmentado (30%) por encima del cual la 
probabilidad de embarazo sería extremadamente baja (Evenson y col., 2002). En los resultados 
obtenidos en el presente estudio el DFI medio, calculado mediante SCD en las muestras de 
semen originales que consiguieron un embarazo mediante FIV-ICSI, está por debajo del 30% 
(24,06±2,35%). Por el contrario, el DFI medio del grupo de muestras originales que no 
consiguieron un embarazo supera este umbral (39,90±4,61%). De todas maneras y aunque el 
ajuste de los datos a los rangos establecidos por Evenson y col. no sea casual, la interpretación 
de estos márgenes debe hacerse con cautela. En determinados estudios (Payne y col., 2005; 
Velez de la Calle y col., 2008) parece ser que este umbral no es tan crítico, e individuos con 
valores superiores a los propuestos por Evenson y col. pueden dejar descendencia. Está claro 
que valores de fragmentación elevados podrían ser indicativos de la presencia de alguna 
anomalía, pero la interpretación rígida de este umbral puede llevar a error. Puesto que la 
fertilidad es una compleja combinación de varios elementos, sería pretencioso creer que 
individuos con índices de fragmentación de ADN superiores al 30% fueran incapaces de tener 
descendencia, y lo mismo a la inversa, que individuos con valores de fragmentación inferiores al 
30% pudieran, con toda seguridad, conseguir un embarazo. Aunque los resultados de este 
estudio son alentadores, la fragmentación del ADN ha de considerarse como un parámetro más 
indicador de la calidad seminal. Sólo la interpretación conjunta de la integridad del ADN con otras 
variables de calidad seminal podría explicar la esterilidad asociada a cada uno de los pacientes.  
6.5 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de cerdo. Efecto de la 
ADNasa sobre la fragmentación del ADN. 
El protocolo ácido-lisis del test SCD empleado sobre espermatozoides humanos resulta 
muy útil para identificar, en una muestra de semen, espermatozoides con el ADN fragmentado 
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de acuerdo con el tamaño de halo. Sin embargo, esta discriminación de los espermatozoides no 
es fácil de establecer en las muestras de cerdo tratadas con este protocolo pues las diferencias 
en el tamaño de los halos de los espermatozoides con y sin señal de hibridación en el ensayo 
DBD-FISH no son tan evidentes.  
El protocolo de lisis sin tratamiento ácido previo, parece ser un método mucho más eficaz 
para la discriminación de los espermatozoides de cerdo con el ADN fragmentado. El uso de este 
método en espermatozoides humanos da lugar a halos en los núcleos espermáticos con el ADN 
fragmentado que no se diferencian fácilmente de los núcleos con el ADN intacto. Parece que los 
núcleos espermáticos porcinos con el ADN intacto presentan una mayor resistencia al agente de 
lisis para liberar los bucles de ADN compactados que los núcleos de los espermatozoides 
humanos. El ensayo de ISNT realizado sobre espermatozoides previamente procesados con 
esta variante del test SCD confirmó que los núcleos de espermatozoides con halos grandes de 
difusión de fragmentos de ADN tenían su ADN fragmentado. Es posible que la desproteinización 
de los núcleos espermáticos desorganice la estructura toroidal de la cromatina de los 
espermatozoides de manera diferente en el caso de los núcleos con el ADN fragmentado e 
intacto. Probablemente, en los espermatozoides con el ADN intacto, los bucles de ADN 
presentes en cada uno de los toroides se liberen disponiéndose alrededor de una matriz residual. 
En el caso de los espermatozoides fragmentados, estos bucles se liberarían junto con los 
fragmentos de ADN presentes en ellos, de manera que los fragmentos se expandirían en torno al 
core dispersándose de forma más irregular. 
El protocolo del test SCD modificado para ser utilizado sobre espermatozoides de cerdo 
permite la discriminación sencilla de espermatozoides con el ADN fragmentado en muestras de 
semen porcino. Esta prueba puede realizarse fácilmente en cualquier laboratorio básico de 
reproducción sin necesidad de instrumentos complicados o costosos. Los resultados obtenidos 
con esta variante del test SCD correlacionan con los obtenidos en el ensayo de ISNT. Los 
niveles de fragmentación de ADN encontrados en la muestra representativa de cerdos estudiada 
van de 0% a 6,63% con una media ± error estándar de 2,10% ± 0,26%; Estos resultados 
coinciden con los obtenidos por López-Fernández y col. en 2008 en un amplio estudio realizado 
en 180 muestras pertenecientes a cerdos españoles en el que la mayoría de las muestras 
estudiadas presentaban un DFI inferior al 5%.  
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Rybar y col. (2004) usando SCSA proponen que un 15% de fragmentación en muestras 
de espermatozoides de verraco podría ser considerado por encima de la normalidad. De manera 
que el DFI encontrado en las muestras de verraco estudiadas podía ser considerado aceptable 
para tales propósitos de acuerdo con el umbral establecido en la literatura. 
Aunque la metodología del test SCD para el análisis rutinario es eficaz bajo la  
microscopía de campo claro, éste puede ser adaptado para estudios más específicos a la 
microscopía de fluorescencia. Así, este ensayo podría combinarse con otras técnicas para la 
visualización del daño de ADN como la ISNT, el DBD-FISH u otras estrategias de hibridación in 
situ. Esta posibilidad es interesante, pues permite una visualización más directa del daño de 
ADN, facilitando así la clasificación de las células en subcategorías con niveles y tipos diferentes 
de  fragmentación de ADN. Además el uso del programa informático de análisis de imagen Leica 
Qwin Pro permite identificar de manera sencilla los distintos tipos de halo presentes en una 
muestra de espermatozoides de cerdo procesados con el test SCD. Este sistema podría 
utilizarse como base para el análisis automático del índice de fragmentación de muestras de 
semen de cerdo procesadas con el test SCD. 
En resumen, la variante de la prueba de SCD desarrollada para espermatozoides de 
cerdo es un procedimiento simple y rápido para determinar la fragmentación del ADN presente 
en una muestra de semen. La discriminación de los espermatozoides con ADN fragmentado es 
sumamente fina y muy reproducible. Esto permitiría la valoración de rutina de los niveles 
fragmentación de ADN de muestras de espermatozoides de cerdo, así como la investigación 
básica y clínica sobre este tema, en cualquier laboratorio de análisis seminal. El test SCD es 
además, lo suficientemente versátil como para ser utilizado, sobre la base de la microscopía de 
fluorescencia combinado con otras técnicas moleculares en áreas de investigación más 
especializadas.  
Además, los resultados de la segunda parte del presente estudio muestran que el 
proceso de fragmentación de ADN en espermatozoides de cerdo continúa incluso después de la 
eyaculación. Este aumento se ve acelerado por efecto de la temperatura. Se demuestra que la 
incubación in vitro de muestras de semen de cerdo seleccionadas diluidas en tampón fosfato, sin 
la adición de factores externos, resulta en un aumento progresivo del porcentaje de 
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espermatozoides con el ADN fragmentado. Este hecho es consistente con los resultados 
obtenidos en otros trabajos realizados en espermatozoides de cerdo  y de otros mamíferos  
incubados in vitro durante un largo periodo de tiempo (Estop y col., 1993; Fraser y Strzezek, 
2004; Boe-Hansen y col., 2005; Lopez-Fernández y col., 2007; Lopez-Fernández y col., 2008a). 
Se ha comprobado que el semen de cerdo presenta una mayor inestabilidad de ADN cuando se 
incuba durante 4 días en algunos diluyentes (Fraser y Strzezek, 2004). Recientemente, Boe-
Hansen y col. (2005) han comprobado que la prolongación del tiempo de incubación de muestras 
de espermatozoides de cerdo diluidas reduce la integridad del ADN.  
El progreso de la fragmentación del ADN in vitro observado en este trabajo está asociado 
con otros signos de deterioro espermático. El descenso de la calidad de los parámetros 
convencionales indicadores de la calidad seminal coincide con el aumento de los niveles de daño 
de ADN en las muestras. Esta observación ya había sido descrita anteriormente por Perez-Llano 
y col. (2006). La fragmentación del ADN comienza a aumentar cuando la integridad de las 
membranas espermáticas además de otros parámetros se altera. Esta alteración de la 
membrana plasmática del espermatozoide podría provocar la liberación de las enzimas 
proteolíticas activas presentes en el acrosoma, así como de las nucleasas endógenas 
(Rodriguez y col., 1997). Las modificaciones de las membranas plasmáticas harían a las células 
más permeables y por tanto, los núcleos estarían más accesibles a los ataques enzimáticos 
provocando así daño en el ADN.  
Además, los resultados indican que la incubación in vitro de estas muestras en el 
diluyente comercial Acromax previene el daño de ADN. La fragmentación del ADN de los 
espermatozoides incubados en Acromax no varía después de 12 días de incubación in vitro ni a 
15 ni a 37ºC. Estos resultados coinciden con las observaciones realizadas por Perez-Llano y col. 
(2006) a 15ºC. Parece que la fragmentación del ADN es una variable dinámica y modulable que 
depende de la estrategia de conservación. La elección adecuada del diluyente es importante 
para mantener la integridad del ADN sobre todo cuando el tiempo de conservación requerido es 
largo (Gadea, 2003). Si la fragmentación del ADN observada es el resultado de la actividad 
endonucleasa endógena, probablemente, la acción del agente quelante EDTA contenido en el 
diluyente Acromax, sea el responsable de la inhibición de la progresión de la fragmentación de 
ADN observada en las muestras incubadas en este diluyente comercial. 
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De hecho, los resultados de los experimentos realizados a continuación, muestran que el 
tratamiento de los espermatozoides de cerdo con ADNasa I acelera la fragmentación de ADN y 
que, por el contrario, el tratamiento de estos mismos espermatozoides con EDTA, previene la 
aparición del daño de ADN in vitro. Estas observaciones sugieren que una actividad 
endonucleasa participa en el proceso de la fragmentación y es bloqueada por la acción del 
EDTA. Además, estos resultados son coherentes con las observaciones realizadas por Ward 
M.A. y Ward W.S. en 2004 que afirman que los agentes quelantes como el EDTA neutralizan el 
efecto dañino de la incubación sobre la integridad del ADN. Estos agentes se emplean para 
proteger el ADN de la acción de nucleasas, pues capturan los iones metálicos Ca2+ y Mg2+ que 
éstas emplean como cofactores, inhibiendo así su actividad. Varios trabajos han encontrado que 
una simple solución de Tris-HCl con altas concentraciones de un agente quelante de calcio 
mantiene mejor la integridad cromosómica durante el proceso de liofilización que los medios de 
cultivo ordinarios (Kusakabe y col., 2001).  
De manera que, para explicar la fragmentación de ADN espontánea observada durante la 
incubación de espermatozoides de cerdo in vitro, se puede postular la participación de una 
actividad endonucleasa en un proceso similar al apoptótico que ocurre en las células somáticas 
(Weil y col., 1998; Muratori y col., 2000; Sakkas y col., 2002). Varios artículos han comprobado la 
existencia de nucleasas en los espermatozoides de ratón, hamster y humano (Maione y col., 
1997; Sotolongo y col., 2005). Esta actividad nucleasa podría ser parte de un mecanismo usado 
por el espermatozoide en respuesta a la exposición a un ambiente potencialmente peligroso 
(Spadafora, 1998; Ward y Ward, 2004). Este proceso estaría normalmente inhibido y se activaría 
específicamente con la exposición de la célula a determinados estímulos. La función de este 
mecanismo sería similar a la degradación cromosómica de la apoptosis en las células somáticas 
(Lawen, 2003). Su papel sería prevenir la fecundación y evitar la transmisión del ADN dañado al 
embrión. Las células espermáticas han de tener un proceso de muerte celular similar al de las 
células somáticas para evitar las consecuencias de la mutación en el desarrollo del embrión. 
Quizá el espermatozoide pueda reconocer ambientes potencialmente peligrosos y reaccionar 
frente a ellos mediante la activación de este mecanismo degradando su ADN.  
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6.6 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de toro. Relación de la 
morfología del espermatozoide con la fragmentación del ADN. 
Los resultados de este estudio demuestran que existe relación entre la fragmentación del 
ADN y la morfología del espermatozoide. Se ha observado que la proporción media de 
anomalías morfológicas es superior en los espermatozoides con el ADN fragmentado que en los 
espermatozoides con el ADN intacto. Además, ciertos tipos de anomalías morfológicas parecen 
estar fuertemente asociados a la presencia de daño de ADN en los espermatozoides. En 
concreto, se muestra que la fragmentación de ADN está asociada a un tipo específico de 
anomalías morfológicas, las anomalías major. Cuando se analizaron por separado los niveles de 
anomalías minor y major, se observó que mientras las diferencias en el porcentaje de anomalías 
minor entre los espermatozoides con el ADN fragmentado y los espermatozoides con el ADN 
intacto no eran significativas, el porcentaje de anomalías major en las células fragmentadas era 
significativamente superior al de las no fragmentadas. Además, algunas anomalías morfológicas 
clasificadas como major, como formas dobles, cabezas con la base estrecha, cabezas 
pequeñas, colas cortas o gotas citoplasmáticas proximales sólo se encontraron asociadas a 
espermatozoides con el ADN fragmentado.  
Las anomalías major y minor se han clasificado según los criterios definidos por Blom en 
1973, que catalogó las anomalías morfológicas de acuerdo con los efectos adversos de éstas 
sobre la fertilidad. Las anomalías major son aquellas que se ha probado que están asociadas 
con una fertilidad reducida y, las minor, son aquellas que se considera que tienen poco impacto 
en la fertilidad masculina (Chenoweth, 2005). En este sentido, la asociación de la fragmentación 
del ADN a las anomalías major, parece que encaja con el hecho de que estas anomalías afecten 
de manera grave a la fertilidad. El daño de ADN presente en estas anomalías major podría ser el 
responsable de esa reducción de fertilidad. Además de este impacto en la fertilidad, se han 
descrito una serie de características más específicas de las anomalías major: (i) su presunto 
origen está asociado con un fallo o error en el funcionamiento de la espermatogénesis; (ii) 
ocurren en una proporción sustancial (al menos el 10%) de la población espermática; (iii) ocurren 
de manera constante en los sucesivos eyaculados; (iv) se han asociado con infertilidad o 
esterilidad masculina y, (v) pueden ser heredables. 
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Varios estudios han demostrado en espermatozoides humanos que existe una asociación 
entre la forma del espermatozoide y la integridad de la cromatina o las anomalías cromosómicas 
(Sailer y col., 1996; Franken y col., 1999; Fischer y col., 2003; Lewis-Jones y col., 2003). Los 
hombres infértiles con altos niveles de espermatozoides morfológicamente anormales tienen 
mayor riesgo de producir gametos aneuploides (Colombero y col., 1999; Calogero y col., 2001; 
Templado y col., 2002). Muriel y col. en un trabajo reciente (2007), determinaron la existencia de 
una asociación entre la presencia de aneuploidías cromosómicas y el daño de ADN en 
espermatozoides humanos. 
Sin embargo, existen otros estudios cuyos datos sugieren que la asociación entre la 
morfología y el daño genético no es consistente (Rives y col., 1999; Viville y col., 2000; Khalili y 
col., 2006). Hay varias razones que podrían explicar los resultados dispares obtenidos. En primer 
lugar, no existe un único sistema de clasificación para la morfología (Barth y Oko, 1989; Saacke, 
1990). La clasificación de las anomalías morfológicas es un cajón de sastre y dentro de ese 
parámetro se juzgan un gran número de estructuras. En segundo lugar, la morfología y el daño 
del ADN del espermatozoide habitualmente se determinan en la misma muestra pero no en el 
mismo espermatozoide. Los test para la evaluación del daño de ADN no permiten valorar al 
mismo tiempo la morfología del espermatozoide. El test SCD utilizado en este estudio, sin 
embargo, permite analizar a nivel celular y de manera simultánea ambos parámetros, morfología 
y daño de ADN. En tercer lugar, quizá el daño de ADN está relacionado exclusivamente con 
tipos específicos de anomalías morfológicas. De hecho, esto es lo que se encuentra en este 
estudio, que las anomalías morfológicas major están presentes, principal y, en algunos casos, 
hasta exclusivamente, en los espermatozoides con el ADN fragmentado.  Mientras que las 
anomalías morfológicas minor están presentes indistintamente en espermatozoides con el ADN 
fragmentado e intacto. 
Pero, ¿cómo se originan estos espermatozoides con defectos morfológicos y ADN 
nuclear fragmentado? La presencia de espermatozoides morfológicamente anormales y con 
daño de ADN en el eyaculado de los toros se podría explicar como resultado de un proceso 
apoptótico abortivo. La aparición de estos defectos morfológicos provocaría la fragmentación del 
ADN de estas células como parte del mecanismo apoptótico desarrollado para eliminar células 
defectuosas. En el proceso normal de la gametogénesis, las células germinales se expanden 
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clonalmente en varias rondas de mitosis antes de comenzar el proceso de diferenciación. Esta 
expansión clonal es excesiva y está equilibrada por una apoptosis selectiva en la que los 
gametos defectuosos son eliminados (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999; Sakkas y col., 2002). Los 
espermatozoides morfológicamente anormales y con el ADN nuclear fragmentado presentes en 
el eyaculado podrían ser el resultado de un fallo en la apoptosis, un error que impidiera que se 
completara el proceso. Los espermatozoides con defectos morfológicos habrían sido marcados 
para su entrada en apoptosis pero, han escapado, completando sólo parcialmente el proceso de 
muerte celular. De esta manera, aparecerían en el eyaculado espermatozoides con anomalías 
morfológicas y con el ADN nuclear fragmentado.  
Por otro lado, estas anomalías morfológicas podrían tener un origen genético. Se puede 
considerar el daño de ADN como la base fisiológica de algunos defectos morfológicos. Un 
espermatozoide es básicamente un paquete de información genética, algunos errores en esta 
información debidos a la presencia de roturas en el ADN podrían provocar la fabricación de una 
célula con morfología anormal. Por supuesto que otros factores no genéticos pueden influir en la 
fabricación de un espermatozoide morfológicamente anormal, de hecho, los factores ambientales 
se consideran los más frecuentes (Chenoweth, 2005), pero de acuerdo con nuestros resultados, 
parece que en el caso de las anomalías major, el daño genético podría ser el responsable 
principal de los defectos morfológicos presentes en la célula. Algunos estudios afirman que 
ciertas anomalías morfológicas están controladas genéticamente (Salisbury y Baker, 1966; 
Chandler y Adkinson, 1990; Chenoweth, 2005). Varios estudios han descrito como heredables, 
en humanos y en otras especies animales, muchos de los defectos morfológicos del 
espermatozoide. Anderson y Makinen (2000) comprobaron la base genética del defecto de cola 
corta demostrando su transmisión a la descendencia mediante ICSI. Baccetti y colaboradores 
afirman que algunos defectos morfológicos peculiares y raros deben tener un origen genético 
puesto que son más frecuentes en pacientes consanguíneos que en los no consanguíneos y su 
presencia está relacionada con distintos niveles de consanguineidad (Baccetti y col., 2001). Las 
anomalías morfológicas más frecuentes que se sabe que tienen un origen genético citadas en la 
literatura son: defecto cráter (crater defect) (Heath y Ott, 1982; Larsen y Chenoweth, 1990), 
miniacrosoma (Baccetti y col., 1991), cola corta (tail stump) (Blom, 1976; Vierula y col., 1987), 
separación de la cabeza y la cola del espermatozoide (Baccetti y col., 1989; Chemes y col., 
1999).  
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La detección de anomalías morfológicas con posible impacto en la fertilidad es 
interesante a la hora de evaluar la calidad de una muestra. Puesto que las anomalías 
morfológicas major se han asociado con fertilidad reducida, su identificación podría ser muy 
valiosa a la hora de evaluar la fertilidad potencial de una muestra. La relación presentada en este 
estudio entre las anomalías major y la fragmentación del ADN sugiere que el uso del test SCD 
para la evaluación simultánea de la morfología y el daño de ADN podría ser de utilidad para la 
detección de estos defectos. Además, puesto que no sólo los espermatozoides con anomalías 
morfológicas presentan daño de ADN, sino que también existen espermatozoides 
morfológicamente normales con daño de ADN, la incorporación en el análisis seminal de rutina 
de una prueba para la evaluación de la integridad del ADN podría proporcionar información 
adicional sobre la calidad y, por tanto sobre la fertilidad potencial de una muestra de semen. 
6.7 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de ratón. Relación de la 
maduración del espermatozoide con la fragmentación del ADN. 
Los resultados muestran que el nivel de protaminación de las tres regiones del epidídimo 
de ratón estudiadas (caput, corpus y cauda) no varía. Ni la tinción con azul de anilina ni con 
cromomicina A3 detectaron cambios en la estructura de la cromatina en el tránsito por el 
epidídimo. Se comprueba que el intercambio de histonas por protaminas se produce en el 
testículo en etapas anteriores a la llegada de los espermatozoides al epidídimo (Bellve y col., 
1975; Goldberg y col., 1977). Estos resultados  están de acuerdo con los obtenidos en otros 
estudios que afirman que no se producen cambios en la cantidad de protaminas durante la 
maduración de los espermatozoides en el epidídimo (Saowaros y Panyim, 1979; Sakkas y col., 
1995). 
Por el contrario, al estudiar la integridad del ADN en el tránsito por el epidídimo, el test 
SCD y el ensayo de ISNT detectaron niveles de fragmentación de ADN decrecientes en las tres 
regiones del epidídimo estudiadas a medida que los espermatozoides descendían por dicho 
túbulo. García Macias y col. 2006, en un trabajo reciente, obtuvieron resultados similares. En su 
estudio observan diferencias en el nivel de fragmentación de ADN, evaluado mediante SCSA, de 
los espermatozoides recogidos de distintas partes del epidídimo en tres especies de animales 
distintas: oveja, ciervo y perro. A partir de sus observaciones sugieren que durante el tránsito por 
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el epidídimo tiene lugar un proceso de maduración que implica la reducción de las roturas de 
ADN presentes en los espermatozoides para facilitar el recambio proteico. Proponen que estas 
roturas han de ser reparadas a medida que los espermatozoides descienden por el epidídimo. 
Además, otros estudios realizados usando distintos métodos bioquímicos también afirman que la 
integridad de la cromatina de los espermatozoides aumenta a medida que los espermatozoides 
descienden por el epidídimo (Kosower y col., 1992; Said y col., 1999). Los cambios descritos por 
estos autores se han explicado generalmente como el resultado de la oxidación de los tioles de 
la protaminas a disulfuros.  Sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos en este estudio, la 
estabilización creciente de los núcleos espermáticos en el paso a través del epidídimo podría ser 
el resultado de ambos procesos, la formación de puentes disulfuro y la reparación de roturas de 
ADN. 
No obstante, los autores de varios trabajos aseguran que las roturas de ADN producidas 
para facilitar el intercambio de histonas por protaminas en los espermatozoides se reparan antes 
de llegar al epidídimo (Sakkas y col., 1995; Marcon y Boissonneault, 2004). El ensayo TUNEL 
realizado por Marcon y Boissonneault en 2004 en secciones de epidídimo de ratón, no detecta la 
presencia de roturas de ADN en los espermatozoides del epidídimo, incluso tras la 
descondensación inducida de los núcleos espermáticos. Esto podría ser explicado como 
consecuencia de la deposición de las protaminas y del nivel de condensación extremo del núcleo 
del espermatozoide. El acceso de la terminal transferasa podría verse dificultado e incluso 
impedido, por la compactación de la cromatina nuclear espermática en estas etapas. Quizá la 
descondensación nuclear previa realizada no sea suficiente para permitir a la terminal 
transferasa acceder al ADN. Lo mismo podría explicar los resultados obtenidos por Sakkas y col. 
(1995) usando la ISNT en espermatozoides de ratón, pues varios estudios han demostrado que 
in vitro, la protaminación de los espermatozoides bloquea el acceso de la ADN polimerasa a las 
roturas en el ADN (Bianchi y col., 1993; McPherson y Longo, 1993b). Quizá el test SCD presente 
una mayor sensibilidad que otras técnicas para detectar células con el ADN fragmentado en este 
tejido.   
La presencia de roturas en los espermatozoides del epidídimo podría explicar porqué los 
espermatozoides de las regiones del epidídimo caput y corpus son incapaces de fecundar un 
ovocito mientras que los espermatozoides de la región distal del corpus y de la región cauda sí 
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que tienen esta capacidad (Haidl, 1994; Weissenberg y col., 1994). Quizá esta incapacidad está 
relacionada no sólo con el escaso número de puentes disulfuro formados en estas etapas sino 
también con el elevado nivel de daño de ADN presente en los espermatozoides de estas 
regiones. 
Un trabajo bastante revelador realizado por Talebi y col. en 2007 en espermatozoides de 
ratas de experimentación con lesión en la médula espinal (SCI) mostró que los espermatozoides 
de las ratas con SCI tenían mayores niveles de daño de ADN que los controles, mientras que las 
tasas de espermatozoides AB+ y CMA3+ fueron las mismas que las de los controles, 
espermatozoides maduros y con morfología intacta. Puesto que está descrito que en la SCI la 
actividad epididimiaria normal se altera (Hirsch et al. 1999) podemos inferir de estos 
experimentos que hay una actividad reparadora del ADN en la fase de la maduración 
epididimiaria que está siendo interrumpida o alterada en las ratas con SCI. De manera que los 
cambios en la estabilidad de la cromatina detectados por distintas técnicas que se han 
observado en espermatozoides de distintas especies de mamíferos durante su tránsito por el 
epidídimo podrían ser resultado de ambos procesos, la compactación creciente de la cromatina 
producida por la formación de puentes disulfuro y la reparación de las roturas del ADN de los 
espermatozoides.  
En conclusión, en este estudio se confirma que el proceso de protaminación de los 
núcleos espermáticos se realiza en el testículo y termina definitivamente antes de que los 
espermatozoides lleguen al epidídimo. Sin embargo, las roturas de ADN implicadas en este 
recambio de histonas por protaminas están presentes todavía en los espermatozoides del 
epidídimo, y su nivel va disminuyendo a medida que los espermatozoides descienden por este 
túbulo sugiriendo que la reparación de estos cortes en el ADN se completa en el epidídimo. 
Los resultados de este estudio pueden tener implicaciones importantes en el manejo de 
las muestras de los bancos de recursos genéticos basados espermatozoides de la región cauda 
del epidídimo. La mayoría de las muestras de estos bancos que pertenecen a especies salvajes 
consisten fundamentalmente en espermatozoides recuperados del epidídimo, por tanto, es 
importante evaluar que estas muestras presentan una integridad de la cromatina adecuada para 
poder ser utilizadas como fuente de germoplasma. 
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6.8 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de caballo. Relación de la 
fertilidad con la fragmentación del ADN. 
El desarrollo de un test sencillo para valorar el daño de ADN en espermatozoides de 
caballo es interesante dada la creciente utilización de las tecnologías de la reproducción artificial 
en esta especie. Especialmente porque, en el caballo, debido a la incapacidad de producir 
embriones in vitro mediante la FIV convencional, la técnica más utilizada es la ICSI (Squires, 
2005). Desde este punto de vista, resulta esencial incluir en el análisis seminal un test para 
valorar la calidad del material genético que se introduce en el ovocito. La metodología que aquí 
se contrasta es simple, barata y útil para el laboratorio de análisis de rutina. Sabemos que la 
fertilidad potencial de un caballo es difícil de predecir de forma segura en base a un único 
ensayo. Puesto que cada espermatozoide consiste en múltiples compartimentos subcelulares 
con distintas funciones, es obvio que hay muchos parámetros que contribuyen al éxito de un 
espermatozoide alcanzando y fecundando el óvulo. El hecho de que la fragmentación de ADN 
correlacione, como muestran los resultados de este estudio, con otros parámetros indicadores de 
la calidad seminal, hace que ésta pueda ser un buen complemento en el análisis de las 
características de una muestra.  
El DFI medio de la población de caballos estudiada en la primera parte de este estudio es 
10,35±1,95, similar al obtenido por Lopez-Fernández y col. (2007) pero superior al documentado 
para otras especies de animales domésticos como el cerdo, la oveja o el toro (Rybar y col., 2004; 
Lopez-Fernández y col., 2008a; Lopez-Fernández y col., 2008b). Es probable que las diferencias 
observadas entre estas especies en el DFI estén relacionadas con el grado de selección artificial 
que se ha realizado en cada una (Lopez-Fernández y col., 2007). Por ejemplo, los cerdos están 
muy seleccionados en términos de fecundidad y edad. En las granjas, la vida reproductiva de un 
cerdo es de 4 años. En el caso de los caballos de cría, la fertilidad es menor principalmente 
porque la selección se basa en características del pedigree o de rendimiento atlético más que 
reproductivo (Colenbrander y col., 2003; Neild y col., 2005). 
En términos de fertilidad, los resultados indican que la fragmentación del ADN, 
determinada mediante el test SCD, podría ser de utilidad. El índice de fragmentación de ADN 
correlaciona de manera negativa con la tasa de embarazo y de manera positiva con el número 
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de servicios por embarazo. Estos resultados son coherentes con los obtenidos recientemente por 
Morrell y col. (2008) que comprueban que la integridad de la cromatina, medida mediante SCSA, 
permite predecir la capacidad fecundante de los eyaculados de caballo. Encuentran que existe 
una correlación negativa entre el DFI y la tasa de embarazo. Estudios anteriores también habían 
determinado una asociación similar entre la calidad de la cromatina y la fertilidad en el caballo 
(Love y Kenney, 1998; Love, 2005) tanto en grupos de caballos de fertilidad diversa como en 
grupos de caballos clínicamente fértiles (Kenney y col., 1995). En el estudio realizado por 
Kenney y col. (1995) un grupo de caballos con un rango amplio de fertilidad, que iba desde 
caballos prácticamente estériles hasta caballos muy fértiles, se determinó que existía una 
relación entre la susceptibilidad in vitro del ADN a la desnaturalización y la fertilidad. En un 
estudio posterior realizado por Love y Kenney (1998), se explora la misma relación pero, esta 
vez, en un grupo de caballos clínicamente fértiles obteniéndose el mismo resultado. La variación 
intrínseca en la integridad de la cromatina del espermatozoide detectada entre caballos fértiles 
de una población activa dedicada a la reproducción, indica que el análisis de la integridad de la 
cromatina proporciona información adicional distinta a la de los test de calidad habituales. 
Además, cuando las muestras seminales analizadas se clasificaron en dos grupos con 
fertilidad alta y baja de acuerdo con los criterios propuestos por Dowset y Pattie en 1982, los 
resultados indicaron que los caballos pertenecientes al grupo de fertilidad baja poseían un DFI 
significativamente superior al del grupo de caballos con fertilidad alta. De manera que los niveles 
de DFI elevados están asociados a una fertilidad reducida. Los índices de fragmentación medios 
observados en el grupo de caballos con fertilidad alta (7,47%±4,41) y baja (32%±10,58) están 
dentro de los márgenes propuestos en la literatura. Love, en un trabajo reciente, sugirió que las 
muestras de semen con DFIs por encima del 27% estaban asociadas con problemas de fertilidad 
(Love, 2005). 
En conclusión, de acuerdo con los resultados de este estudio, el test SCD podría 
utilizarse como prueba para la valoración de las muestras y la predicción de la capacidad 
fecundante de los eyaculados de caballos. La valoración de la fragmentación del ADN en el 
caballo combinado con el análisis de los parámetros tradicionales podría ser un indicador fiable 
del potencial reproductivo de una muestra y quizá permitiría identificar más fácilmente los 
caballos subfértiles. 
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6.9 El Test de la Dispersión de la Cromatina de Espermatozoides de oveja. Efecto de la 
vacunación sobre la fragmentación del ADN 
Los resultados de este estudio indican que la vacunación puede aumentar el índice de 
fragmentación de ADN espermático y que este aumento en los niveles de fragmentación del 
ADN es un proceso reversible biológicamente. 
Se sabe que las células de la línea germinal resultan afectadas de manera significativa 
por los agentes infecciosos así como por los episodios de vacunación contra los mismos agentes 
(Givens, 2006). En un estudio realizado en cerdos (Christopher-Hennings y col., 1997) se 
observó que el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y morfología normal se 
reducía de manera significativa en los animales vacunados. En la línea germinal masculina no 
sólo la espermiogénesis puede verse afectada, también la meiosis sufre los efectos colaterales 
de la vacunación, como se ha sugerido por la elevada presencia de univalentes que implican 
tanto a los autosomas como a los cromosomas sexuales en un grupo de ratones vacunados 
contra la rabia en comparación con los controles (Das y Nayak, 1988). En el caso analizado en 
este estudio, la duración del periodo de recuperación de la tasa de fragmentación de ADN 
normal parece indicar que la espermiogénesis más que la espermatogénesis ha de estar 
afectada. La duración de la espermiogénesis varía en las distintas especies pero es bastante 
constante dentro de cada especie. En la oveja la espermiogénesis dura unos 18 días mientras 
que en el toro o el caballo ésta dura 21 días (Courot y col., 1970; Russel y col., 1990). La 
espermatogénesis dura de 64 a 75 días en la especie humana (Heller y Clermont, 1963) y 60 
días en la mayoría de los animales domésticos (Cunningham, 2005). En el caso analizado en 
este trabajo, el tiempo en el que el esperma alcanza los máximos niveles de fragmentación de 
ADN junto con el rápido periodo de recuperación espermática parecen indicar que la vacunación 
afecta más bien a la espermiogénesis. Si las células meióticas estuvieran afectadas, el tiempo de 
recuperación sería mayor que el observado. En un estudio realizado en búfalo, se describen los 
efectos adversos producidos por la vacunación contra la fiebre aftosa en los parámetros 
seminales hasta un mes después de la vacunación (Singh y col., 2003b), un periodo de 
recuperación de la calidad seminal similar al observado en este estudio.  
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El efecto de la vacunación en los parámetros seminales no se conoce bien. 
Probablemente el tipo de vacuna y el fondo genético del animal sean determinantes de la 
reacción inmune de un individuo. La inoculación de Brucella ovis en el epidídimo de ovejas 
provocó lesiones graves en el tejido además de un elevado número de neutrófilos, macrófagos y 
linfocitos, indicadores de una respuesta inflamatoria inducida. Desafortunadamente los efectos 
de esta inoculación provocados en los espermatozoides no se describen en el experimento 
(Rahaley y Dennis, 1984). Es fácil suponer que el ADN de los espermatozoides en estas 
circunstancias pudiera verse afectado pues se sabe que la leucocitospermia produce estrés 
oxidativo, que con frecuencia induce daño en el ADN (Kovalski y col., 1992; Aitken y Fisher, 
1994; Aitken y Krausz, 2001; Lemkecher y col., 2005).  
Además, la vacunación puede provocar una respuesta de aumento de la temperatura, o 
bien local, a través del proceso inflamatorio, o bien general, induciendo fiebre en algunos casos. 
La concentración, la motilidad y la morfología pueden verse afectadas por la fiebre, 
especialmente durante la espermiogénesis (Carlsen y col., 2003). También parece que el 
aumento de la temperatura afecta a la estructura de la cromatina causando una gran cantidad de 
roturas de ADN, alterando la síntesis proteica (Hendin y col., 1999; Evenson y col., 2000; Enciso 
y col., 2006) y disminuyendo el número de puentes disulfuro en las protaminas (Love y Kenney, 
1999).  
Los efectos de la vacunación en la calidad espermática y en particular en la integridad de 
ADN consisten probablemente en un compendio de factores y efectores. Probablemente el fondo 
genético, la capacidad de respuesta al estrés oxidativo y las variaciones de temperatura 
determinen finalmente la respuesta de cada individuo. Las interacciones de todos estos factores 
podrían ser la explicación de los grandes niveles de variación en los valores de fragmentación de 
ADN observados en los animales tras la vacunación.  
En resumen, los resultados de este estudio indican que el tratamiento con Miloxan 
aumenta el porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmentado hasta 10 veces de media. 
Sin embargo, este efecto negativo de la vacunación sobre la integridad del ADN parece 
reversible biológicamente, valores próximos a los niveles de fragmentación normales se 
restauran 40 días después de la vacunación. En base a estos datos, debe evitarse el uso de 
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muestras de semen de animales vacunados hasta al menos un mes después de la vacunación. 
La evaluación de la integridad de la cromatina en los organismos usados con interés 
reproductivo es interesante especialmente cuando los animales han sufrido un episodio de 
estrés. Principalmente en los animales que se usan de manera reiterada para recoger muestras 
de semen para reproducción asistida, este parámetro debería ser controlado periódicamente 
durante toda su vida reproductiva.  
6.10 Estudio del efecto del estrés oxidativo sobre los espermatozoides de distintas especies 
animales 
Los resultados de este estudio confirman que los núcleos de los espermatozoides de 
marsupiales estudiados son más sensibles al ataque oxidativo que los de las especies del grupo 
Eutheria analizadas. Varios autores han comprobado que, en las especies de marsupiales 
investigadas hasta la fecha, la cromatina espermática es frágil, sus núcleos espermáticos se 
descondensan fácilmente en diversas condiciones como: secado, dilución de o tratamiento suave 
con detergentes, mientras que estos tratamientos no tienen efectos en los núcleos espermáticos 
del grupo Eutheria (Bedford y Calvin, 1974b; Cummins, 1980; Balhorn, 1989; Winkfein y col., 
1993; Mate y col., 1994; Retief y col., 1995a). Se cree que esta vulnerabilidad de los núcleos de 
los espermatozoides de la mayoría de las especies de marsupiales se debe a que sus 
protaminas carecen de cisteínas y por tanto a la ausencia de puentes disulfuro inter a intra 
protaminas.  
En los mamíferos de la infraclase Eutheria, las protaminas son moléculas ricas en 
residuos de cisteína que se oxidan durante el tránsito por el epidídimo para formar una red 
tridimensional de puentes disulfuro entre las moléculas de protaminas en el núcleo del 
espermatozoide (Calvin y Bedford, 1971). Esta extrema compactación se cree que ayuda a 
proteger al ADN nuclear del daño (Rousseaux y Rousseaux-Prevost, 1995). Parece que el 
establecimiento de puentes disulfuro juega un papel importante en la estabilización y protección 
de la cromatina espermática frente al daño (Bennetts y Aitken, 2005). La falta de estos puentes 
disulfuro hace que los núcleos inmaduros sean más vulnerables a la perturbación física y 
química (Kaneko y col., 2003). Algunos estudios sugieren que la protaminación incompleta 
puede hacer a las células espermáticas más sensibles al daño de ADN (Bianchi y col., 1993; Cho 
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y col., 2003), de manera que, la formación de puentes disulfuro representa un importante 
mecanismo de protección del espermatozoide frente al daño de ADN que confiere estabilidad a 
la cromatina del espermatozoide. La verificación de esta relación es difícil de comprobar 
experimentalmente de manera distinta a la presentada en este estudio, puesto que cualquier 
intento de revertir el proceso de crosslinking mediante la adición de agentes reductores, crearía, 
artificialmente, daño de ADN (Struchkov y col., 1992; Szczygiel y Ward, 2002). 
Estas diferencias en la compactación entre los núcleos espermáticos de los grupos 
Eutheria y Metatheria podrían explicarse en términos evolutivos de adaptación. Se cree que debe 
existir una fuerte implicación de causa-efecto entre el carácter de la zona pelúcida y el diseño de 
la cabeza del espermatozoide en ambos grupos de mamíferos. 
En las especies del grupo Eutheria el desarrollo de esta cromatina tan resistente se ha 
propuesto como una adaptación para prevenir el daño del núcleo del espermatozoide no sólo 
durante la migración por los tractos reproductivos masculino y femenino sino también durante la 
penetración de la zona pelúcida (Bedford, 1991; Yanagimachi, 1994b). La rigidez del 
espermatozoide de este grupo de mamíferos, basada en la red de puentes disulfuro, es básica 
para penetrar la gruesa zona pelúcida. Además, puesto que esta zona es mucho más resistente 
a la proteolisis que la de los marsupiales, se cree que el espermatozoide de los mamíferos del 
grupo Eutheria ha desarrollado una estrategia para la penetración de la zona pelúcida basada en 
el empuje cortante (cutting thrust) para la que es fundamental la rigidez nuclear de éste (Inoue y 
Wolf, 1974; Greve y Wassarman, 1985; Drobnis y col., 1988; Green, 1988; Bedford, 1991). En 
los marsupiales, sin embargo, los elementos de la estructura del espermatozoide parecen 
optimizar la aplicación del contenido del acrosoma en una zona más delgada y sensible a las 
proteasas. 
Además de las diferencias observadas en este estudio entre los núcleos de los 
espermatozoides pertenecientes a los distintos grupos de mamíferos, también se han constatado 
diferencias en la resistencia de los núcleos espermáticos de las distintas especies dentro del 
grupo Eutheria. Esta estabilidad nuclear heterogénea podría estar relacionada con la cantidad de 
residuos de cisteína, susceptibles de formar puentes disulfuro, presentes en las protaminas. 
Perreault y col. (1988) afirmaron que las diferencias en la estabilidad nuclear de los 
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espermatozoides de las distintas especies parecen estar relacionadas con el número y/o la 
eficiencia de los puentes disulfuro en los núcleos espermáticos, rasgo que debe estar 
determinado por el tipo(s) de protamina(s) presentes. En las especies analizadas, el número de 
cisteínas presentes en la protamina 1 de los espermatozoides resultó ser inversamente 
proporcional al efecto nocivo del H2O2. En las condiciones experimentales utilizadas en este 
estudio, el genoma nuclear de los espermatozoides humanos resultó ser más susceptible  al 
daño de ADN oxidativo que el del ratón o el cerdo. El ensayo cometa 2D reveló un leve aumento 
en el índice de fragmentación de ADN en los espermatozoides humanos expuestos a H2O2 al 
0,003% durante 30 minutos y una llamativa producción de daño de ADN en los espermatozoides 
de esta misma especie en la exposición a H2O2 al 0,03% comparada con la moderada 
producción de daño de ADN producido en los espermatozoides de ratón y la ausencia de efecto 
en los espermatozoides de cerdo. Es llamativo el hecho de que  la estructura de la cromatina del 
cerdo no se vio alterada tras la exposición a ninguna de las dos primeras dosis de H2O2 (0,003% 
y 0,03%).  
Como se ha dicho antes, esto podría estar relacionado con el número de cisteínas 
presentes en las protaminas, en concreto, en la protamina 1. Puesto que la presencia de 
cisteínas en las protaminas se ha asociado a la formación de puentes disulfuro (Marushige y 
Marushige, 1975; Evenson y col., 1989), es fácil pensar que un mayor número de cisteínas 
permitiría el establecimiento de un mayor número de puentes disulfuro y, por tanto, conferiría al 
núcleo una mayor estabilidad y resistencia. 
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7. CONCLUSIONES 
De carácter general: 
? El test SCD es un método simple, rápido, seguro y muy reproducible para evaluar la 
fragmentación del ADN de los espermatozoides de una gran variedad de especies de 
mamíferos.  
? El ensayo cometa 2D se muestra como una técnica fiable para la determinación de la 
cantidad y el tipo de roturas de ADN presentes en el mismo espermatozoide. Esta prueba 
permite evaluar, de manera simultánea a nivel celular, roturas de ADN de cadena sencilla 
y doble. 
De carácter concreto: 
En humanos 
? El test SCD desarrollado para espermatozoides humanos permite la determinación de 
distintos niveles de daño de ADN a nivel celular. Los sistemas de análisis de imagen 
Volocity y Leica Qwin Pro son herramientas eficaces para la discriminación de 
espermatozoides procesados con el test SCD según el nivel de daño de ADN.  
? Los métodos de selección de espermatozoides centrifugación en gradiente de densidad y 
swim up presentan una capacidad de recuperación de espermatozoides mótiles similar y 
son igualmente eficaces a la hora de eliminar espermatozoides fragmentados y 
degradados. Esta tendencia  se observa independientemente de que el análisis se 
realice con el test SCD o con el ensayo cometa 2D. Sin embargo, el protocolo de 
centrifugación en gradiente de densidad, utilizado en este trabajo, produce recuperados 
de espermatozoides con un porcentaje de roturas de cadena sencilla inferior al swim up.  
? La concentración de espermatozoides de las muestras de semen procesadas mediante 
centrifugación en gradiente de densidad o swim up podría utilizarse como indicador del 
éxito o fracaso de embarazo en inseminación artificial intrauterina. 
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? La fragmentación del ADN, medida mediante el test SCD o el ensayo cometa 2D, es  un 
buen parámetro indicador de la calidad seminal, pero no parece tener un valor predictivo 
del embarazo en inseminación artificial intrauterina. 
? El índice de fragmentación de ADN, medido mediante el test SCD y/o el ensayo cometa 
2D, podría utilizarse para predecir el resultado del embarazo en las técnicas de 
reproducción artificial FIV e ICSI. 
? Los pacientes con varicocele presentan una tasa de espermatozoides degradados 
superior a la de los hombres fértiles e infértiles de distinta etiología. La exposición intensa 
y prolongada a condiciones de alta temperatura y estrés oxidativo o a una combinación 
de ambos parece ser la causa del daño de ADN nuclear de los espermatozoides 
degradados. 
En otros mamíferos 
? El test SCD modificado para ser utilizado en espermatozoides de cerdo, toro, ratón 
caballo y oveja es un método sencillo, fiable y muy reproducible para la evaluación de la 
fragmentación del ADN y se basa en la respuesta diferencial que ofrecen los núcleos 
espermáticos cuando se someten a una lisis de membranas y protaminas.  
? En el caso del ganado porcino, el proceso de fragmentacion del ADN continúa in vitro 
después de la eyaculación y este proceso se ve acelerado por efecto de la temperatura y 
del estrés oxidativo. El progreso de la fragmentacion del ADN parece ser el resultado de 
una actividad endonucleasa endógena y está asociado con el deterioro de otros 
parámetros indicadores de la calidad seminal. 
? En el caso del ganado bovino, la fragmentación de los espermatozoides se asocia con la 
presencia de anomalías morfológicas, en concreto con un tipo de anomalías 
morfológicas, las anomalías major. 
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? En el caso del ganado equino, el índice de fragmentación de ADN podría ser utilizado 
junto con los criterios de Dowset y Pattie (1982) para discriminar entre caballos con 
distintos niveles de fertilidad. 
? En el caso del ganado ovino, la vacunación aumenta temporalmente el índice de 
fragmentación del ADN de los espermatozoides ovinos. Este aumento en los niveles de 
fragmentación del ADN es un proceso reversible biológicamente. 
? En el caso del ratón, la presencia de roturas de ADN en los espermatozoides del 
epidídimo de ratón disminuye a medida que éstos atraviesan el túbulo desde la región 
caput a la región cauda.  
? La presencia de puentes disulfuro en los núcleos espermáticos de las especies de 
mamíferos del grupo Eutheria Sus domesticus, Mus musculus y Homo sapiens confiere 
estabilidad a la cromatina del espermatozoide y los hace más resistentes al ataque 
oxidativo que los de las especies de marsupiales analizadas Phascolarctos cinereus, 
Macropus giganteus y Vombatus ursinus. 
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Figura 1. Comparación del tamaño del espermatozoide con el óvulo. La diferenciación de las células germinales 
masculinas y femeninas resulta en la producción de células muy especializadas con rasgos únicos que no están 
presentes en otro tipo celular. El propósito de la eliminación selectiva de ciertos orgánulos y de la adaptación de 
otros es formar dos células complementarias que al unirse en la fecundación dan lugar a un cigoto capaz de 
formar un nuevo individuo. Ilustración original de Wolf (1928), extraída del libro The Sperm Cell  (De Jonge y 
Barratt, 2006).  
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Figura 2. La estructura del espermatozoide. El espermatozoide de los mamíferos está compuesto por una 
cabeza, que contiene el núcleo y el acrosoma, y una cola o flagelo, recubiertos por una membrana plasmática. A. 
Corte transversal de la pieza media del flagelo del espermatozoide en el que se observa su estructura interna. B. 
Corte transversal de la pieza principal del flagelo del espermatozoide en el que se observa su estructura interna. 
Extraido de http://www.embryology.ch.  
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Figura 3. El espermatozoide en la reacción acrosómica. (a) La membrana plasmática del espermatozoide se 
fusiona con la membrana externa del acrosoma, liberándose el contenido de éste al medio externo. (b) La 
membrana externa del acrosoma desaparece dejando al espermatozoide protegido por la membrana interna del 
acrosoma. (c) A continuación tiene lugar la fusión del espermatozoide con la membrana plasmática del ovocito, la 
región del espermatozoide implicada en este proceso es el segmento ecuatorial. Además, la región 
postacrosomal juega un papel importante en la activación del ovocito y el inicio del desarrollo del cigoto. Extraído 
de http://www.embryology.ch.  
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Figura 4. La reacción acrosómica. La membrana plasmática del espermatozoide se une a la zona pelúcida del 
ovocito iniciando la reacción acrosómica. Tras atravesar la zona pelúcida y alcanzar el espacio perivitelino, el 
espermatozoide se fusiona con la membrana plasmática del ovocito. Extraido de Swanson y Vacquier, 2002.  
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Figura 5. Diferencias morfológicas de los espermatozoides de distintos grupos de marsupiales. Los acrosomas 
se representan en negro. A. Phlalangeridae B. Macropodidae C. Peramelidae D. Dasyúridos  y E. koala y 
wombats. Ilustración original de Temple-Smith (1994). Tomada de Life of marsupials  de Hugh Tyndale-Biscoe 
(1973). 
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Figura 6. Fases de la espermatogénesis. Las espermatogonias se originan a partir de las células germinales 
primordiales que migran al testículo durante las primeras etapas de la embriogénesis. Cuando el animal llega a la 
madurez sexual, las espermatogonias comienzan a proliferar rápidamente, generando algunas células que 
mantienen la capacidad de continuar dividiéndose indefinidamente (espermatogonias tipo A) y otras 
(espermatogonias tipo B) que, tras varios ciclos de división mitótica, entran en meiosis dando lugar a 
espermatocitos primarios (espermatocito I) . Los espermatocitos I sufren la primera división meiótica y producen 
dos espermatocitos secundarios (espermatocitos II). Éstos sufren la segunda división meiótica y producen cuatro 
espermátidas. Las espermátidas dan lugar a espermatozoides mediante un proceso de diferenciación celular. 
Extraído de http://www.embryology.ch. 
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Figura 7. El proceso de diferenciación durante la espermiogénesis. Durante la espermiogénesis, se producen una 
serie cambios estructurales muy profundos que implican la transformación de una espermátida redonda en un 
espermatozoide inmaduro. Estos cambios incluyen: la compactación de la cromatina, la formación del acrosoma, 
la pérdida de muchos de los componentes celulares del citoplasma y el desarrollo del flagelo. Extraído de 
http://www.embryology.ch. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. La estructura del testículo. El testículo está rodeado por una capa de tejido conectivo llamada capa 
albugínea, que se extiende hacia el interior del órgano formando septos que dividen el testículo en lóbulos. Cada 
lóbulo contiene de 1 a 4 túbulos seminíferos que convergen en la rete tes is. De esta red testicular salen los 
conductos eferentes que conectan con el epidídimo y éste finalmente contacta con el conducto deferente. El 
epidídimo está subdividido en tres regiones, caput, corpus y cauda. Extraído de http://www.embryology.ch.  
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Figura 9. El epitelio seminífero. Las células de Sertoli forman una única capa de células que están unidas entre sí 
por uniones oclusivas. El citoplasma de estas células esta rodeado por las células espermatogénicas. Las 
uniones oclusivas de las células de Sertoli dividen el epitelio seminífero en dos compartimentos: el basal, en el 
que están dispuestas las espermatogonias y el luminal en el que se encuentran el resto de las etapas de la 
espermatogénesis. Extraído de http://www.embryology.ch. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Corte transversal de un túbulo seminífero. Pertenece a un tití de Pinceles Negro (Callithrix penicillata), 
un pequeño primate de la familia Callithricidae de los primates del Nuevo Mundo. Se observan células agrupadas 
en distintas etapas del proceso de espermatogénesis desde espermatogonias hasta espermátidas alargadas. 
Barra= 40 μm. Extraído de Leal y Franca (2006). 
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Figura 11. Tres ciclos de espermatogénesis en un túbulo seminífero. Los ciclos de espermatogénesis se mueven 
en espiral, hacia la luz del túbulo. En la periferia del tubo y al comienzo de la espiral están las espermatogonias 
y, al final de la espiral próximas a la luz, están los espermatozoides. En el transcurso del tiempo, la ola de 
espermatogénesis se mueve hacia la derecha para empezar de nuevo otra vez. Es fácil ver en el esquema cómo 
distintos ciclos o generaciones pueden encontrarse en la misma sección del túbulo. Extraído de 
http://www.embryology.ch. 
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Figura 12. Niveles de empaquetamiento de la cromatina de las células somáticas y los espermatozoides. En las 
células somáticas, aproximadamente 200 pares de bases de ADN (A) rodean dando casi dos vueltas, un 
octámero de histonas formando unas estructuras llamadas nucleosomas (B). A su vez estos nucleosomas se 
enrollan en hélices regulares de seis nucleosomas por vuelta formando la fibra de 30 nm (C). El ADN en esta 
fibra con forma de solenoide está unido cada 60 kb a la matriz nuclear formando bucles (D). En las células 
somáticas, estos bucles, contenidos dentro del núcleo, pueden visualizarse fuera de él mediante la extraccion de 
las histonas (E). En el caso del espermatozoide, las protaminas se unen al ADN neutralizando las cargas 
negativas del ADN (G). El complejo ADN–protaminas se organiza en círculos concéntricos (H). Los círculos de un 
bucle se pliegan en una estructura toroidal (I) en la cual los complejos ADN-protaminas están unidos por fuerzas 
de Van der Waals (I, detalle). Cada toroide representa un bucle de ADN unido a la matriz nuclear (J). Los bucles 
de ADN de los núcleos espermáticos son más pequeños que los de las células somáticas (E-J). Los toroides 
están conectados entre sí mediante regiones de cromatina más sensibles a agentes dañinos como la ADNasa I, 
llamadas toroid linkers o conecto es (K).  La estructura interna de las fibras de ADN-protaminas dentro del 
toroide, comparada con la de las células somáticas, parece que proporciona una mayor protección frente a 
agentes dañinos pues la mayoria de las fibras de  ADN y protaminas (fibras internas) están dispuestas en el 
interior del toroide (K). De acuerdo con este modelo, los conectores serían las regiones con más posibilidades de 
daño de ADN en los espermatozoides maduros. Extraído de Ward (1993) y De Jonge y Barratt (2006)The Sperm
Cell, modificado a partir del modelo de Sotolongo y col. (2003). 
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Figura 13. Modelo hipotético de la eliminación de los superenrollamientos durante la espermiogénesis. En cada 
bucle de ADN la eliminación de los nucleosomas deja superenrollamientos libres entre los puntos de anclaje del 
bucle. Los superenrollamientos entre estos puntos son eliminados mediante roturas de ADN de cadena doble o 
sencilla producidas por un mecanismo desconocido por el momento. La siguiente eliminación de nucleosomas en 
otras regiones topológicamente constreñidas del bucle deja superenrollamientos libres que son eliminados de 
manera similar. Finalmente, la deposición de las proteinas de transición y de las protaminas estimula la 
reparacion de las roturas de ADN estabilizando el ADN en una estructura sin superenrollamientos 
(Boissonneault, 2002). 
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Figura 14. Test SCD en espermatozoides humanos. (a) Nucleoides de espermatozoides humanos obtenidos 
mediante el test SCD teñidos con Wright. (b) Nucleoides de espermatozoides humanos obtenidos mediante el 
test SCD teñidos con DAPI.  
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Figura 15. Tipos de espermatozoides humanos presentes en una muestra procesada con el test SCD. (a) 
Teñidos con Wright. (b) Teñidos con DAPI y mercuridibromofluoresceína. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. DBD-FISH realizado sobre espermatozoides humanos procesados con el test SCD para demostrar la 
presencia de roturas de ADN. (a) Espermatozoides humanos procesados con el test SCD teñidos con DAPI. (b) 
Señal de hibridación del ensayo DBD-FISH correspondiente a los espermatozoides humanos de (a) realizado 
con una sonda de ADN genómico humano. Los nucleoides con halo pequeño, sin halo y degradados tienen el 
ADN nuclear fragmentado. 
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Figura 17. Análisis digital de imágenes. Definición de las regiones del campo de visión que se desea medir. (a) 
Espermatozoides teñidos con DAPI. (b) Los mismos espermatozoides detectados con el programa de análisis de 
imagen Leica Qwin Pro. (c) Los mismos espermatozoides detectados con el programa de análisis de imagen 
Volocity. 
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Figura 18. Índices de fragmentación y de degradación en los grupos de estudio. (a) Índice de fragmentación de 
ADN (DFI) de las muestras de semen de pacientes infértiles con varicocele, pacientes infértiles 
normozoospérmicos, pacientes infértiles con parámetros seminales anormales y hombres fértiles. Los tres 
grupos de pacientes infértiles tienen DFIs significativamente (U Mann Whitney, p<0,05) distintos de los del grupo 
de hombres fértiles pero estadísticamente iguales entre sí. (b) Índice de degradación de ADN en el total de 
células fragmentadas (DDI/DFI) de las muestras de semen de pacientes infértiles con varicocele, pacientes 
infértiles normozoospérmicos, pacientes infértiles con parámetros seminales anormales y hombres fértiles. El 
grupo de pacientes con varicocele tiene un DDI/DFI significativamente (U Mann  Whitney, p<0,05) distinto del del 
resto de los grupos analizados. 
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Figura 19. El test SCD en muestras de pacientes con varicocele. (a) Muestra de semen de un individuo fértil que 
presenta sólo un espermatozoide con el ADN fragmentado en el campo del microscopio. (b) Muestra de semen 
de un individuo con varicocele que presenta siete espermatozoides con el ADN fragmentado en el campo del 
microscopio. Cuatro de ellos corresponden a espermatozoides degradados, con tinción leve o irregular del core 
residual. Además, se distinguen fácilmente dos células no espermáticas, con núcelos grandes y sin flagelo. (c) 
Espermatozoide con el ADN intacto. (d) Espermatozoide con el ADN fragmentado, sin halo. (e-i) 
Espermatozoides degradados con un alto nivel de fragmentación de ADN. 
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la integridad del ADN. (a) Efecto de la temperatura sobre la 
fragmentación del ADN de 10 muestras de semen pertenecientes a individuos normozoospérmicos incubadas 
durante 7 días a 34 y 37ºC. (b) Efecto de la temperatura sobre la degradación del ADN de 10 muestras de semen 
pertenecientes a individuos normozoospérmicos incubadas durante 7 días a 34 y 37ºC.  
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Figura 21. Curvas de supervivencia: efecto de la temperatura. (a) Curvas de supervivencia a distintas 
temperaturas 34º y 37ºC construidas a partir de los datos de fragmentación. El test estadístico de Breslow indica 
que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las curvas de supervivencia. (b) Curvas de supervivencia a 
distintas temperaturas 34º y 37ºC construidas a partir de los datos de degradación. El test estadístico de Breslow 
indica que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las curvas de supervivencia. 
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Figura 22. Efecto del estrés oxidativo sobre la integridad del ADN. (a) Efecto del estrés oxidativo sobre la 
fragmentación del ADN de 10 muestras de semen pertenecientes a individuos normozoospérmicos incubadas en 
concentraciones crecientes de H2O2. (b) Efecto del estrés oxidativo sobre la degradación del ADN de 10 
muestras de semen pertenecientes a individuos normozoospérmicos incubadas en concentraciones crecientes 
de H2O2.  
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Figura 23. Curvas de supervivencia: efecto del estrés oxidativo. (a) Curvas de supervivencia a distintas 
concentraciones de H2O2 construidas a partir de los datos de fragmentación. El test estadístico de Breslow indica 
que existen diferencias significativas (p<0.05) entre las curvas de supervivencia. A concentraciones altas de 
H2O2 la supervivencia se ve más afectada. (b) Curvas de supervivencia a distintas concentraciones de H2O2 
construidas a partir de los datos de degradación. El test estadístico de Breslow que indica que existen diferencias 
significativas (p<0.05) entre las curvas. A concentraciones altas de H2O2 la supervivencia se ve más afectada. 
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Figura 24. El ensayo cometa en dos dimensiones (2D) en espermatozoides humanos. Tipos de espermatozoides 
obtenidos cuando una muestra se procesa con el ensayo cometa 2D: 1, espermatozoide sin roturas; 2, 
espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena sencilla; 3, espermatozoide con un nivel alto de roturas 
de cadena sencilla; 4, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena doble; 5, espermatozoide con un 
nivel alto de roturas de cadena doble; 6, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena sencilla y doble; 
7, espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena sencilla y doble. (a) Tipos de cometa 2D teñidos con 
Sybr green. (b) Las mismas imágenes después de la aplicación de un filtro digital. 
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Figura 25. Detección de ADN de cadena sencilla mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) y tinción con 
naranja de acridina. (a) Detección de ADN de cadena sencilla mediante FISH con una sonda de ADN genómico 
humano (verde) sobre cometas 2D obtenidos a partir de espermatozoides humanos contrateñidos con yoduro de 
propidio (rojo). (b) La misma imagen después de la aplicación de un filtro digital. (c) Tipos de cometa en dos 
dimensiones (2D) presentes en una muestra de semen normozoospérmica sometida primero a una electroforesis 
neutra (de derecha a izquierda, eje X) y a continuación a una electroforesis alcalina perpendicular a la primera 
(de arriba abajo, eje Y) teñidos con naranja de acridina 0.5 × 10-4  mol/l. (d) Las mismas imágenes después de la 
aplicación de un filtro digital. 
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Figura 26. Detección del daño de ADN en espermatozoides. (a) Índice de fragmentación de ADN de cadena 
sencilla (DFI ss) y doble (DFI ds) de una muestra de semen normozoospérmica tratada con concentraciones 
crecientes de H2O2. Las diferencias en el DFI ss entre las muestras tratadas y el control son significativas (X2, p < 
0.05). (b) Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (DFI ss) y doble (DFI ds) de la misma muestra de 
semen digerida con la enzima de restricción Alu I. Las diferencias en el DFI ds entre las muestras tratadas y el 
control son significativas (X2, p < 0.05). 
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Figura 27. Detección del daño de ADN en leucocitos. (a) Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla 
(DFI ss) y doble (DFI ds) de una muestra de leucocitos humanos tratada con concentraciones crecientes de 
H2O2. Las diferencias en el DFI ss entre las muestras tratadas y el control son significativas (X2, p < 0.05). (b) 
Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (DFI ss) y doble (DFI ds) de la misma muestra de leucocitos 
humanos digerida con la enzima de restricción Alu I. Las diferencias en el DFI ds entre las muestras tratadas y el 
control son significativas (X2, p < 0.05). 
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Figura 28. Análisis de imagen digital. Definición de las regiones del campo de visión que se desea medir: 1, 
espermatozoide sin roturas; 2, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena sencilla; 3, 
espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena sencilla; 4, espermatozoide con un nivel bajo de roturas 
de cadena sencilla y un nivel alto de roturas de cadena doble; 5, espermatozoide con un nivel alto de roturas de 
cadena sencilla y doble. (a) Espermatozoides teñidos con Sybr green. (b) Los mismos espermatozoides 
detectados con el soporte informático Leica Q Win Pro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Motilidad media (%A+B) de las muestras analizadas en semen puro y recuperado mediante 
centrifugación en gradiente de densidad y swim up. Se encontraron diferencias significativas en la motilidad entre 
las muestras de semen puro y las recuperadas por ambas técnicas. (U Mann Whitney, p<0,05). No se 
encontraron diferencias significativas entre las muestras de semen recuperadas mediante centrifugación en 
gradiente de densidad y swim up.  
 
 
 
 
 
 216
FIGURAS 
 
 
 
 
 
 
 
 217
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. (a) Índice de fragmentación de ADN medio calculado mediante el test SCD (DFI-SCD) en las muestras 
analizadas en semen puro y recuperado mediante centrifugación en gradiente de densidad y swim up. Se 
encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI-SCD entre las muestras frescas y 
recuperadas por ambas técnicas. (b) Índice de degradación de ADN (DDI) medio calculado mediante el test SCD 
en las muestras analizadas en semen puro y recuperado mediante centrifugación en gradiente de densidad y 
swim up. Se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DDI entre las muestras 
frescas y recuperadas por ambas técnicas. 
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Figura 31. (a) Índice de fragmentación de ADN de cadena doble (DFI ds) medio calculado mediante el ensayo 
cometa 2D en las muestras analizadas en semen puro y recuperado mediante centrifugación en gradiente de 
densidad y swim up. Se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI ds entre las 
muestras frescas y recuperadas por ambas técnicas. (b) Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla 
(DFI ss) medio calculado mediante el ensayo cometa en dos dimensiones (2D) en las muestras analizadas en 
semen puro y recuperado mediante centrifugación en gradiente de densidad y swim up. Se encontraron 
diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI ss entre las muestras frescas y recuperadas por 
gradiente de densidad. No se encontraron diferencias significativas entre las muestras frescas y las recuperadas 
mediante swim up. 
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Figura 32. (a) Concentración media de las muestras de semen puro normozoospérmicas y no 
normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en la concentración de 
espermatozoides entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. (b) Concentración media de 
las muestras de semen recuperadas normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias 
significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en la concentración de espermatozoides entre las muestras 
normozoospérmicas y no normozoospérmicas. 
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Figura 33. (a) Motilidad media (%A+B) de las muestras semen puro normozoospérmicas y no 
normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann  Whitney, p<0,05) en la motilidad entre 
las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. (b) Motilidad media (%A+B) de las muestras de 
semen recuperadas normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U 
Mann Whitney, p<0,05) en la motilidad entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. 
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Figura 34. (a) Índice de fragmentación de ADN medio calculado mediante el test SCD (DFI-SCD) de las muestras 
de semen puro normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann 
Whitney, p<0,05) en el DFI-SCD entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. (b) Índice de 
fragmentación de ADN medio calculado mediante el test SCD (DFI-SCD) de las muestras de semen recuperadas 
normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann Whitney, 
p<0,05) en el DFI-SCD entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. 
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Figura 35. (a) Índice de degradación de ADN (DDI) medio calculado mediante el test SCD de las muestras de 
semen puro normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann  
Whitney, p<0,05) en el DDI entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. (b) Índice de 
degradación de ADN (DDI) medio calculado mediante el test SCD de las muestras de semen recuperadas 
normozoospérmicas y no normozoospérmicas. Se encontraron diferencias significativas (U Mann  Whitney, 
p<0,05) en el DDI entre las muestras normozoospérmicas y no normozoospérmicas. 
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Figura 36. Regresión lineal. (a) Regresión lineal del índice de fragmentación de ADN calculado mediante el test 
SCD (DFI- SCD) y el índice de fragmentación de ADN de cadena doble (DFI ds). (b) Regresión lineal del índice 
de degradación (ID) y el índice de fragmentación de ADN de cadena doble (DFI ds). 
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Figura 37. (a) Concentración media de las muestras de semen  recuperadas utilizadas en inseminación artificial 
intrauterina (IUI) con éxito y fracaso de embarazo. Se encontraron diferencias significativas (U Mann  Whitney, 
p<0,05) en la concentración de espermatozoides entre las muestras con resultado de éxito y fracaso de 
embarazo. (b) Índice de fragmentación de ADN de cadena doble (DFI ds) medio calculado mediante el ensayo 
cometa en dos dimensiones (2D) de las muestras recuperadas utilizadas en inseminación artificial intrauterina 
(IUI) con éxito y fracaso de embarazo. Se encontraron diferencias significativas (U Mann  Whitney, p<0,05) en el 
DFI ds entre las muestras con éxito y fracaso de embarazo. 
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Figura 38. (a) Índice de fragmentación de ADN medio  calculado mediante el test SCD (DFI-SCD) de las 
muestras de semen puro utilizadas en FIV/ICSI con éxito y fracaso de embarazo. Se encontraron diferencias 
significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI-SCD entre las muestras con éxito de embarazo en FIV/ICSI y 
las muestras con fracaso de embarazo  en FIV/ICSI. (b) Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla y 
doble (DFI ss+ds) medio calculado mediante el ensayo cometa en dos dimensiones (2D) de las muestras de 
semen recuperadas utilizadas en FIV/ICSI con éxito y fracaso de embarazo. Se encontraron diferencias 
significativas (U Mann Whitney, p<0,05) en el DFI ss+ds calculado entre las muestras con éxito de embarazo en 
FIV/ICSI y las muestras con fracaso de embarazo en FIV/ICSI. 
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Figura 39. Espermatozoides de cerdo y humano procesadas con el protocolo del test SCD desarrollado para 
espermatozoides humanos. (a) Espermatozoides de cerdo teñidos con DAPI. (d) Espermatozoides humanos 
teñidos con DAPI.  (c) Prueba DBD-FISH realizada sobre espermatozoides de cerdo usando una sonda de ADN 
genómico de cerdo. (d) Prueba DBD-FISH realizada sobre espermatozoides humanos usando una sonda de 
ADN genómico humano. La prueba DBD-FISH realizada para detectar la presencia de roturas de ADNdemuestra 
que los espermatozoides sin halo o con halo pequeño tienen el ADN fragmentado en ambas especies.  
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Figura 40. Test SCD modificado en espermatozoides de cerdo. Espermatozoides teñidos con yoduro de propidio 
(rojo) y mercuridibromofluoresceína (verde). 
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Figura 41. Espermatozoides de cerdo procesados con el protocolo del test SCD modificado. (a) Espermatozoides 
de cerdo teñidos con Wright. (b,c) Espermatozoides con el ADN intacto teñidos con Wright. (d) Espermatozoide 
con el ADN fragmentado teñido con Wright. (e) Prueba de In situ Nick Translation (ISNT) realizada sobre 
espermatozoides de cerdo previamente procesados con el test SCD. Este ensayo detecta la presencia de roturas 
de ADN mediante la incorporación de nucleótidos marcados (verde) usando la ADN polimerasa I. Los nucleoides 
están contrateñidos con yoduro de propidio (rojo). Los nucleoides con halo grande de dispersión de la cromatina 
corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado. (f,g) Espermatozoides con el ADN intacto tras la 
ISNT. (h) Espermatozoide con el ADN fragmentado tras la ISNT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 42. Índice de fragmentación de ADN (DFI) en 10 individuos usando tres métodos diferentes de evaluación 
del daño de ADN (SCD, ISNT, DBD-FISH). No se encontraron diferencias significativas en el índice de 
fragmentación calculado mediante el test SCD y el ensayo de ISNT. Se encontraron diferencias significativas en 
el índice de fragmentación calculado mediante el test SCD y el ensayo DBD-FISH (ANOVA, p>0,05).  
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Figura 43. Análisis de imagen digital. Definición de las regiones del campo de visión que se desean medir: 1, 
espermatozoide con el ADN intacto; 2, espermatozoide con el ADN fragmentado. (a) Espermatozoides teñidos 
con yoduro de propidio. (b) Los mismos espermatozoides detectados con el programa informático Leica Q Win 
Pro. 
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Figura 44. Efecto de la temperatura y del uso de diluyentes sobre la integridad del ADN. (a) Índice de 
fragmentación de ADN (DFI) medio en los 12 días de incubación en tampón fosfato a 15 y a 37ºC. Las 
diferencias en el DFI entre 15 y 37ºC son significativas (U Mann Whitney, p<0,05). (b) Índice de fragmentación de 
ADN (DFI) medio en los 12 días de incubación en Acromax a 15 y a 37ºC. Las diferencias en el DFI entre 15 y 
37ºC no son significativas (U Mann Whitney, p>0,05). 
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Figura 45. Efecto de la temperatura y del uso de diluyentes sobre la calidad seminal. (a) Evolución de los 
parámetros indicadores de la calidad seminal: índice de fragmentación, motilidad, integridad acrosómica y de la 
membrana plasmática (HOST +) medios analizados en 6 muestras de semen de cerdo incubadas durante 12 
días en tampón fosfato a 15ºC. (b) Evolución de los parámetros indicadores de la calidad seminal: índice de 
fragmentación, motilidad, integridad acrosómica y de la membrana plasmática (HOST +) medios analizados en 6 
muestras de semen de cerdo incubadas durante 12 días en tampón fosfato a 37ºC. 
 
 246
FIGURAS 
a 
 
b 
 247
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Efecto de la temperatura y del uso de diluyentes sobre la calidad seminal. (a) Evolución de los 
parámetros indicadores de la calidad seminal: índice de fragmentación, motilidad, integridad acrosómica y de la 
membrana plasmática (HOST +) medios analizados en 6 muestras de semen de cerdo incubadas durante 12 
días en Acromax a 15º C. (b) Evolución de los parámetros indicadores de la calidad seminal: índice de 
fragmentación, motilidad, integridad acrosómica y de la membrana plasmática (HOST +) medios analizados en 6 
muestras de semen de cerdo incubadas durante 12 días en Acromax a 37º C 
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Figura 47. Efecto de la adición de ADNasa sobre la integridad del ADN.  (a) Índice de fragmentación de ADN 
(DFI) medio en los 12 días de incubación en tampón fosfato con y sin ADNasa a 15ºC. Las diferencias en el DFI 
son significativas (U Mann Whitney, p<0,05). (b) Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio en los 12 días de 
incubación en tampón fosfato con y sin ADNasa a 37ºC. Las diferencias en el DFI son significativas (U Mann 
Whitney, p<0,05). 
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Figura 48. Efecto de la adición de EDTA sobre la integridad del ADN. (a) Índice de fragmentación de ADN (DFI) 
medio en los 12 días de incubación en tampón fosfato sin ADNAsa con y sin EDTA a 15ºC. Las diferencias son 
significativas (Mann Whitney, p<0,05). (b) Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio en los 12 días de 
incubación en tampón fosfato sin ADNasa con y sin EDTA a 37 ºC. Las diferencias en el DFI no son significativas 
(Mann Whitney, p>0,05). 
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Figura 49. Efecto de la adición de EDTA y ADNasa sobre la integridad del ADN. (a) Índice de fragmentación de 
ADN (DFI) medio en los 12 días de incubación en tampón fosfato con ADNasa con y sin EDTA a 15ºC. Las 
diferencias en el DFI son significativas (Mann Whitney, p<0,05). (b) Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio 
en los 12 días de incubación en tampón fosfato con ADNasa con y sin EDTA a 37ºC. Las diferencias en el DFI 
son significativas (Mann Whitney, p<0,05). 
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Figura 50. Test SCD modificado en espermatozoides de toro. (a) Tipos de espermatozoides presentes en una 
muestra de semen de toro procesada con el test SCD teñidos con Wright. (b) Tipos de espermatozoides 
presentes en una muestra de semen de toro procesada con el test SCD teñidos con yoduro de propidio (rojo) y 
mercuridibromofluoresceína (verde). 
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igura 51. In Situ Nick Translation (ISNT) realizada sobre espermatozoides de toro previamente procesados con 
l test SCD. (a) Espermatozoides teñidos con yoduro de propidio (rojo) y mercuridibromofluoresceína (verde). (b)  
rueba de ISNT que detecta la presencia de roturas mediante la incorporación  de nucleótidos marcados (verde) 
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usando la ADN polimerasa I. Los nucleoides están contrateñidos con yoduro de propidio (rojo). Los nucleoides 
con halo grande de dispersión de la cromatina corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado. 
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Figura 52. Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio de 17 muestras de semen pertenecientes a  17 
individuos analizados mediante el test SCD y el ensayo ISNT. Se contaron 500 espermatozoides por muestra y 
técnica. No se encontraron diferencias significativas en los DFIs determinados por ambas técnicas.  
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Figura 53. Anomalías morfológicas encontradas en espermatozoides de toro con el ADN fragmentado. (a) 
Normal. (b) Cola en látigo. (c) Cabeza redonda. (d) Cola enrollada al final. (e) Cola truncada. (f) Cola truncada en 
el cuello. (g) “Dag defect”, alteración de la pieza intermedia. (h) Cola enrollada. (i) Cabeza suelta. (j) Cabeza 
pequeña anormal. (k) Cola corta, (e) Forma doble.  
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Figura 54. Anomalías morfológicas encontradas en espermatozoides de toro con el ADN intacto. (a) Normal. (b) 
Cola en látigo. (c) Cabeza redonda. (d) Cola enrollada al final. (e) Cola torcida. (f) Cola rota. (g) “Dag defect” o 
defecto de la pieza intermedia. (h) Cabeza gigante. (i) Cabeza suelta. (j) Cabeza pequeña anormal. 
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Figura 55. Índices de anomalías en espermatozoides con el ADN fragmentado e intacto. (a) Índice de anomalías 
morfológicas (IA) de los espermatozoides con el ADN fragmentado y de los espermatozoides con el ADN intacto. 
El IA de los espermatozoides con el ADN fragmentado es significativamente superior al IA de los 
espermatozoides con el ADN fragmentado (ANOVA, p<0.05). (b) Índice de anomalías morfológicas minor  (IA 
minor) de los espermatozoides con el ADN fragmentado y de los espermatozoides con el ADN intacto. No existen 
diferencias significativas en el IA minor entre los espermatozoides con el ADN fragmentado y los 
espermatozoides con el ADN intacto (c) Índice de anomalías morfológicas major  (IA major) de los 
espermatozoides con el ADN fragmentado  y de los espermatozoides con el ADN intacto. El IA major de los 
espermatozoides con el ADN fragmentado es significativamente  superior al IA major de los espermatoz ides con 
el ADN fragmentado(ANOVA, p<0.05).  
o
 266
FIGURAS 
a 
b 
c 
 267
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 56. Test SCD modificado en espermatozoides de ratón. (a) Tipos de espermatozoides presentes en una 
muestra de semen de ratón procesada con el test SCD teñidos con Sybr green en el microscopio de 
fluorescencia. (b) Tipos de espermatozoides presentes en una muestra de semen de ratón procesada con el test 
SCD teñidos con yoduro de propidio (rojo) y mercuridibromofluoresceína (verde) en el microscopio de 
fluorescencia. 
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Figura 57. In Situ Nick Translation realizada sobre espermatozoides de ratón previamente procesados con el test 
SCD. (a) Espermatozoides teñidos con yoduro de propidio. (b) Prueba de ISNT que detecta la presencia de 
roturas mediante la incorporación de nucleótidos marcados (verde) usando la ADN polimerasa I. Los nucleoides 
están contrateñidos con yoduro de propidio (rojo). Los nucleoides con halo grande de dispersión de la cromatina 
corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado.  
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Figura 58. Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio de 20 muestras de semen de 20 individuos analizados 
mediante el test SCD y el ensayo ISNT. Se contaron 500 espermatozoides por muestra y método. No se 
encontraron diferencias significativas en los DFIs determinados por ambas técnicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Fragmentación y maduración en las tres regiones del epidídimo. (a) Índice de fragmentación de ADN 
(DFI) en cada una de las tres regiones del epidídimo. La frecuencia de espermatozoides con el ADN fragmentado 
en la región caput es significativamente superior a la de los espermatozoides de las regiones corpus y cauda 
(ANOVA y corrección de Bonferroni, p<0.05). (b) Indice de maduración (% espermatozoides CMA3+) en cada 
na de las tres regiones del epidídimo. No se encontraron diferencias significativas en la frecuen ia de 
espermatozoides maduros en las tres regiones del epidídimo analizadas. (c) Índice de maduración (% de 
espermatozoides AB+) en cada una de las tres regiones del epidídimo. No se encontraron diferencias 
significativas en la frecuencia de espermatozoides maduros ent las tres regiones del epidídimo analizadas.  
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Figura 60. Test SCD modificado en espermatozoides de caballo. (a) Tipos de espermatozoides presentes en una 
muestra de semen de caballo procesada con el test SCD teñidos con Wright. (b) Tipos de espermatozoides 
presentes en una muestra de semen de caballo sometida al test SCD teñidos con Sybr green (verde) y eosina 
(azul). 
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Figura 61. In Situ Nick Translation (ISNT) realizada sobre espermatozoides de caballo previamente procesados 
con el test SCD. (a) Espermatozoides teñidos con yoduro de propidio. (b) Prueba de ISNT que  detecta la 
presencia de roturas mediante la incorporación de nucleótidos marcados (verde) usando la ADN polimerasa I. 
Los nucleoides están contrateñidos con yoduro de propidio (rojo). Los nucleoides con halo grande de dispersión 
de la cromatina corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado.  
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Figura 62. Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio de 19 muestras de semen pert entes a  19 
dividuos analizados mediante el test SCD y el ensayo ISNT. Se contaron 500 espermatozoides por muestra y 
técnica. No se encontraron diferencias significativas en l Is determinados por ambas técnicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 63. Motilidad, morfología normal e integridad de la membrana plasmática (HOST +) medias de las 
muestras de semen frescas y descongeladas de los caballos analizados. Se encontraron diferencias 
significativas en la motilidad (U Mann Whitney, p<0,05), morfología (ANOVA, p<0,05) e integridad de membrana 
(U Mann Whitney, p<0,05). 
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Figura 64. Parámetros seminales de los grupos de caballos con fertilidad alta y baja. (a) Motilidad, morfología 
normal e integridad de la membrana plasmática (HOST +) medias de las muestras de semen frescas del grupo 
de caballos con fertilidad alta y baja. (b) Motilidad, morfología normal, integridad de la membrana plasmática 
(HOST +) e índice de fragmentación de ADN (DFI) de los espermatozoides de las muestras descongeladas del 
grupo de caballos con fertilidad alta y baja.  
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Figura 65. Test SCD modificado en espermatozoides de oveja. Tipos de espermatozoides presentes en una 
muestra de semen de oveja procesados con el test SCD teñidos con yoduro de propidio (rojo) y 
mercuridibromofluoresceína (verde).  
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Figura 66. In Situ Nick Translation realizada sobre espermatozoides de oveja previamente procesados con el test 
SCD. (a) Espermatozoides teñidos con yoduro de propidio. (b) Prueba de ISNT que detecta la presencia de 
roturas mediante la incorporación de nucleótidos marcados (verde) usando la ADN polimerasa I. Los nucleoides 
están contrateñidos con yoduro de propidio. Los nucleoides con halo grande de dispersión de la cromatina 
corresponden a núcleos espermáticos con el ADN fragmentado.  
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Figura 67. Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio y su intervalo de confianza de muestras de semen 
pertenecientes a 20 individuos analizados mediante el test SCD y el ensayo ISNT. Se contaron 500 
espermatozoides por muestra y técnica. No se encontraron diferencias significativas en los DFIs determinados 
por ambas técnicas.  
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Figura 68. Test SCD en muestras de semen de ovejas vacunadas con Miloxan. (a) Muestra de semen control 
teñida con yoduro de propidio (rojo) y mercuridibromofluoresceína (verde). (b) Muestra de semen de un individuo 
20 días después de la vacunación teñida con yoduro de propidio (rojo) y mercuridibromofluoresceína, la mayoría 
de las células muestran un gran halo de dispersión de cromatina.  
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Figura 69. Índice de fragmentación de ADN (DFI) calculado en cada uno de los 4 grupos establecidos: grupo 
control 1 (CG1), grupo vacunado 1 (VG1), grupo vacunado 2 (VG2) y grupo control 2 (CG2). Se encontraron 
diferencias significativas en el DFI entre los grupos vacunados y los controles (ANOVA corrección de Bonferroni, 
p<0,05). 
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Figura 70. El ensayo cometa en dos dimensiones (2D) en espermatozoides de koala. (a) Tipos de 
espermatozoides 2D obtenidos cuando una muestra de semen de koala se procesa con el protocolo del  ensayo 
cometa 2D. 1 y 2, Espermatozoides sin roturas de ADN; 3, espermatozoide con un nivel alto de roturas de ADN 
de cadena sencilla. (b) Tipos de espermatozoides 2D obtenidos cuando una muestra de semen de koala se trata 
con una enzima de restricción y posteriormente se procesa con el protocolo del ensayo cometa 2D. 4, 
Espermatozoide sin roturas; 5, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena doble y sencilla; 6, 
espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena doble y sencilla.  
 
 
 
 
 
Figura 71. El ensayo cometa en dos dimensiones (2D) sobre espermatozoides de canguro. (a) Tipos de 
espermatozoides obtenidos cuando una muestra de semen de canguro se procesa con el protocolo del  ensayo 
cometa 2D. 1, Espermatozoide sin roturas; 2, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena sencilla; 3, 
espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena sencilla. (b) Tipos de espermatozoides obtenidos cuando 
una muestra de semen de canguro se trata con una enzima de restricción y posteriormente se procesa con el 
protocolo del ensayo cometa 2D. 4, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena doble y sencilla; 5, 
espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena doble. 
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Figura 72. El ensayo cometa en dos dimensiones (2D) sobre espermatozoides de wombat. Tipos de 
espermatozoides obtenidos cuando una muestra de semen de wombat se procesa con el protocolo del ensayo 
cometa 2D. 1, 2, Espermatozoide sin roturas; 3, 4, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de cadena 
sencilla; 5, espermatozoide con un nivel alto de roturas de cadena sencilla. 
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Figura 73. Índice de fragmentación de ADN (DFI) medio de las muestras de semen analizadas tratadas de 
manera independiente con concentraciones crecientes de H2O2. (a) DFI medio de las muestras de semen de 
cada uno de los grupos de mamíferos Eutheria y Metatheria analizados tratadas de manera independiente con 
concentraciones crecientes de H2O2. El índice de fragmentación aumenta con la concentración tanto en las 
muestras de espermatozoides de las especies Eutheria como en las de las especies Metatheria.  En la muestras 
de especies Metatheria, el índice de fragmentación es significativamente (ANOVA, p<0.05) superior al de las 
especies Eutheria en todas las dosis de H2O2 utilizadas. En la dosis de H2O2 más baja, no se detecta ningún 
efecto en los núcleos espermáticos de las especies Eutheria. (b) DFI medio de las muestras de semen de cada 
una de las especies analizadas tratadas de manera independiente con concentraciones crecientes de H2O2. 
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Figura 74. Secuencias alineadas de la protamina 1 de Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), Sus scrofa 
omestica (Ssd), Phascolarctus cinereus (Pc) y Macropus giganteus (Mg). El código de letras utilizado para la 
menclatura de los aminoácidos es el siguiente: A, alanina; C, cisteína; G, glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, 
lisina; M, metionina; P, prolina; Q, glutamina-glutámico; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; Y, tirosina. 
s residuos de cisteína están señalados en verde. Secuencias extraídas de la base de datos GENEBANK 
úmeros de acceso: Homo sapiens, NP_002752; Mus musculus, NP_038665; Sus scrofa domestica, 0905175A; 
Phascolarctus cinereus, AAB88911; Macropus giganteus, AAA74604) 
 
 
 
 
 
Figura 75. Índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (DFI ss) medio y número d
protamina 1 de cada una de las especies estudiadas. 
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Tabla 1. Dimensiones (μm) de los espermatozoides de los mamíferos estudiados en este trabajo. 
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 Cabeza Pieza intermedia Pieza 
principal 
Total 
 Longitud  Anchura Longitud Anchura Longitud Longitud 
Referencias 
Bos Taurus 6,77 4,21 9,83 - 36,93 53,53 (Morgenthal, 
1967) 
Ovis Aries 8,2 - 14,0 - 40-45 62,2-
67,2 
(Cummins y 
Woodall, 1985b) 
Sus Scrofa 8,5 4,2 10,0 - 36,1 54,6 (Morgenthal, 
1967) 
Equus caballus 7,0 3,9 9,8 - 43,8 60,6 (Nishikawa et al. 
citados por Asdell 
1964) 
Homo sapiens 4-5 2,5-3 4,0 1,0 45 54,5-
58,5 
(WHO, 1999) 
Mus Musculus 7,9 3,2 18,4 1,3 96,6 122,9 (Hirth, 1960) 
Macropus 
giganteus 
7,3 2,2 10,7 1,5 100,9 118,9 (Hughes, 1977) 
Phascolarctos 
cinereus 
11,75 3,32 9,60 0,96 63,5 83,01 (Cummings y 
Woodall 1985) 
Vombatus 
ursinus 
5,7 1,7 18,0 0,9 69,0 93,6 (Hughes, 1977) 
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Tab : halo 
rande (HG), halo mediano (HM), halo pequeño (HP), sin halo (SH) y degradados (D) presentes en una muestra 
de semen, procesada con el test SCD y analizada por 4 técnicos en 6 conteos realizados en 2 días diferentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
la 2. Variabilidad inter e intra observador. Frecuencias de cada uno de los tipos de espermatozoides
g
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Técnico día %HG %HM %HP %SH %D DFI 
1 1 79,59 9,43 6,35 2,92 1,71 10,98 
  80,57 9,45 5,53 2,85 1,60 11,76 
  74,73 8,95 4,74 4,39 1,93 11,05 
 2 78,63 8,43 5,29 4,51 3,14 12,94 
  81,90 6,86 4,95 4,19 2,09 11,24 
  78,64 9,64 4,33 4,33 2,95 11,61 
2 1 85,77 6,07 4,18 3,97 2,51 10,67 
  88,73 1,67 8,14 1,25 2,92 12,32 
  90,42 2,08 3,13 4,17 2,92 10,21 
 2 93,31 0,20 4,67 1,83 2,43 8,92 
  86,13 6,31 5,40 3,60 2,20 11,20 
  86,13 6,31 4,14 3,42 1,26 8,83 
3 1 65,03 23,63 6,43 2,46 2,46 11,34 
  65,94 22,11 5,18 5,98 0,80 11,95 
  63,06 24,36 8,25 3,54 0,79 12,57 
 2 67,20 21,40 6,80 2,60 2,00 11,40 
  66,91 22,30 7,25 1,86 1,67 10,78 
  65,15 24,81 6,44 2,46 1,14 10,04 
4 1 69,00 20,40 6,00 3,60 1,00 10,60 
  66,67 20,96 8,18 3,39 0,80 12,38 
  68,97 19,76 5,73 4,55 0,99 11,26 
 2 71,40 17,60 4,60 5,00 1,40 11,00 
  75,59 15,55 4,53 3,54 0,79 8,86 
  79,92 11,02 4,53 3,54 0,98 9,06 
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abla 3.  Análisis en  d sio ido ic ro e ipo 
atozoi
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Análisis de U de Mann Whitney  (p<0.05) de los valores de los parámetros medidos con el soporte 
informático Leica Q Win Pro en cada tipo de espermatozoide.  
 
 
 
 
 
 
 
T  de imag
de. 
 digital en os dimen nes. Parámetros med s con Le a Qwin P n cada t
de esperm
 
 
 
 
 
 
 306
TABLAS 
 
 
 
Tipos de 
espermatozoides Área  (µm²) 
Perímetro 
(µm) Redondez 
Nivel de 
grises 
integrado 
Media de 
grises 
Varianza de 
grises 
No 
fragmentados 
2643965,03
±52313,13* 
411167,83
±6915,13* 
4968,68± 
129,72* 
2,2E+008
±689165* 
83150,99±
1666,07* 
3132938,99
±169766,9* 
Fragmentados 1229111,11±46904,04* 
214641,98
±6995,07* 
3150,88± 
202,98* 
1,3E+008
±1E007* 
97949,58±
5373,33* 
3108828,80
±373525,7* 
Degradados 560784,31±35823,00* 
141352,94
±7067,12* 
3143,31± 
272,32* 
50027333
±478587* 
81319,76±
4851,04* 
2408682,75
±364453,1* 
Otras células 2789470,59±155519,7* 
256058,82
±12974,3* 
1833,00± 
156,64* 
4,1E+008
±4E+007* 
144609,65
±9963,18* 
4602935,05
±503908,1* 
Los valores son la media ± error estándar. 
encias entre los tipos de espermatozoides son significativas, prueba de Kruskal-Wallis, p<0,05. 
 
 
 
* Las difer
(I)Tipo de 
espermatozoide 
(J) Tipo de 
espermatozoide 
 
Área 
(μm2) 
p 
 
Perímetro 
(μm) 
p 
 
Redondez 
 
p 
Nivel de 
grises 
integrado 
p 
Media 
de 
grises 
p 
 
Varianza 
de grises 
p 
No fragmentado Fragmentado  <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,628 0,032* 
 Degradado 0,000* <0,001* <0,001* <0,001* 0,337 0,003* 
Otra célula 0,210 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,003* 
ragmentado Degradado <0,001* <0,001* 0,920 <0,001* 0,107 0,356 
 
F
 Otra célula <0,001* 0,013* <0,001* <0,001* <0,001* 0,031* 
egradado Otra célula <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,002* D
* Las medias de los tipos de espermatozoide I y J son significativamente distintas, U Mann Whitney, p<0.05.  
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Tabla 5. Análisis de imagen digital en tres dimensiones. Parámetros medidos con Volocity en cada tipo de 
espermatozoide. 
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Tipo de 
espermatozoide 
Número 
de 
voxeles 
Volumen 
(µm³) 
Media 
de grises 
Suma de 
grises 
Centroide
X (µm) 
Centroide 
Y (µm) 
Centroide 
Z (µm) 
Área 
superficial 
(µm²) 
 
Halo grande 
11681,83
±498,35* 
565,54±
24,13* 
93,93±1,
50* 
1157211,
16±6513
6,24* 
131,94±
5,43* 
107,26±
5,76 
10,74±0,
11* 
1183,75
±32,95* 
 
Halo mediano ±897,66* 43,46* 85* 64±1203
37,0 * 
12,78* 11,38 4* 54,08* 
9763,64 472,68± 94,03±3, 1003530,
8
105,53± 129,84± 9,62±0,2 979,31±
 9749,40 471,99± 103,55± 1125713, 116,80± 137,44± 10,72±0,
Halo pequeño ±866,63* 41,96* 6,14* 68±1473
61,83* 
14,59* 12,51 26* 
869,14±
44,81* 
 
Sin halo 
9713,22
±912,31* 
 
470,24±
44,17* 
120,34±
4,74* 
1206864,
33±1356
30,40* 
122,92±
13,28* 
121,69±
11,92 
10,65±0,
46* 
739,77±
55,67* 
 
Degradados 
3093,11
±519,93* 
149,74±
25,17* 
86,22±3,
33* 
302379,5
2±55663
,69* 
99,12±8,
23* 
116,21±
9,04 
10,48±0,
29* 
332,50±
40,67* 
 
 
Otras células ±1443,4
9* 
±69,88* 4,38* 67±2324 15,11* 0,38 30* ±76,06* 
23032,50 1115,05 127,26± 2955566,
90,74* 
143,19± 98,98±1 10,88±0, 1583,63
Los valores son la media ± error estándar. 
encias entre los tipos de espermatozoides son significativas, prueba de Kruskal-Wallis, p<0,05. * Las difer
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Tabla 6. Análisis de U de Mann Whitney  (p<0.05) de los valores de los parámetros medidos con Volocity en 
cada tipo de espermatozoide. 
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(I) Tipo de 
espermatozoide 
(J) Tipo de 
espermatozoide 
 
Número 
de voxeles 
p 
Volumen 
(µm³) 
p 
Media 
de grises 
p 
Suma de 
grises 
p 
Centroide
X (µm) 
p 
Centroide 
Y (µm) 
p 
Centroide 
Z (µm) 
p 
Área 
superficial 
(µm²) p  
Halo grande Halo mediano 0,101 0,101 0,758 0,312 0,072 0,000* 0,003* 0,003* 
 Halo pequeño 0,107 0,107 0,323 0,767 0,357 0,881 <0,001* <0,001* 
 Sin halo 0,073 0,0073 0,000* 0,598 0,481 0,563 <0,001* <0,001* 
 Degradado <0,001* <0,001* 0,013* <0,001* 0,002* 0,373 <0,001* <0,001* 
 Otra célula <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,514 0,955 <0,001* <0,001* 
Halo mediano Halo pequeño 0,748 0,748 0,269 0,364 0,695 0,005* 0,094 0,094 
 Sin halo 0,702 0,702 <0,001* 0,333 0,380 0,053 0,010* 0,010* 
 Degradado <0,001* <0,001* 0,096 <0,001* 0,712 0,021* <0,001* <0,001* 
 <0,001*
Halo pe 0,730 0,061 0,061 
Otra célula <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,069a 0,006* <0,001*
queño Sin halo 0,961 0,961 0,089 0,555 0,768 
 Degradado <0,001* <0,001* 0,021* <0,001* 0,417 0,591 <0,001* <0,001* 
 Otra célula <0,001* <0,001* 0,056 <0,001* 0,330 0,820 <0,001* <0,001* 
Sin halo Degradado <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,193 0,975 <0,001* <0,001* 
 Otra célula <0,001* <0,001* 0,421 <0,001* 0,767 0,767 <0,001* <0,001* 
Degrada Otra célula <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,016* 0,358 <0,001* <0,001* do 
* Las diferencias entre los tipos de espermatozoide I y J son significativas, U Mann Whitney, p<0,05.  
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Tabla 7. Ín fra tació N e índ deg n sobre el total de células fragmentadas 
DFI)   n u e pa es c arico paci  infértiles 
normozoo cos, ntes i iles co ámetros seminales anormales y hombres fértiles.  
8. Ín  de fra tació  ADN  en 10 estras men 0 indivi  norm ospérmicos 
das durante 7 días a 34º y 37ºC. 
 
 
 
Tabla 9. Índice de degradación de ADN (DDI) en 10 muestras de semen de  10 individuos normozoospérmicos 
incubadas durante 7 días a 34º y 37ºC. 
 
dice de gmen n de AD (DFI) ice de radació
(DDI/ de las muestras
pacie
de seme
nfért
 del gr
n par
po d cient on v cele, entes
spérmi
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 
incuba
dice gmen n de (DFI)  mu de se de 1 duos ozo
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Grupo DFI (%) DDI/DFI (%) 
Pacientes con varicocele 32,4±5,26* 23,9±3,04 
Pacientes infértiles normozoospérmicos 31,3±2,32* 11,1±1,39† 
Pacientes infértiles con parámetros 
seminales anormales 36,6±1,53* 12,2±0,82† 
Hombres fértiles 12,6±1,00 10,3±1,44† 
Los valores son la media ± error estándar. 
 El grupo es  significativamente distinto del grupo de hombres fértiles, U Mann Whitney, p<0,05. 
 El grupo es significativamente distinto del grupo de pacientes con varicocele, U Mann Whitney, p<0,05. 
 
*
†
 
Tª 0h 3h 6h 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 
34º
C 
22,50±
2,68 
32,20±
4,04 
38,60±
5,44 
69,67±
7,80 
89,00±
5,50 
97,33±
1,78 
98,88±
1,13 
99,50±
0,50 
99,88±
0,13 
100 
37º
C 
22,50±
2,68 
32,22±
4,98 
38,33±
4,83 
64,40±
6,31 
84,50±
5,56 
94,00±
3,04 
96,37± 
0,67 
99,75±
0,25 
100 100 
Los valores son la media ± error estándar. 
 
 
 
Tª 0h 3h 6h 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 
34º
 
6,50±0
,96 
9,70±1
,20 
10,80±1
,36 
14,22±1
,95 
18,13±3
,70 
24,33±5
,99 
31,38±6
,41 
41,50±1
0,49 
45,25±1
1,20 
59,38±9
,60 C
37º
 
6,50±0
,96 
9,89±1
,90 
13,00±1
,71 
17,50±2
,98 
21,40±3
,35 
28,89±5
,82 
40,50±7
,37 
47,50±1
0,22 
62,89±9,
87 
72,56±7
,75 C
Los valores son la media ± error estándar. 
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T bla 10.  Índice de fragmentación de ADN (DFI) en 10 muestras de semen de 10 individuos 
n rmozoospérmicos incubadas durante 7 días a distintas concentraciones de H2O2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T bla 11. Índice de degradación de ADN (DDI) en 10 muestras de semen de 10 individuos  normozoospérmicos 
incubadas durante 7 días a distintas concentraciones de H2O2 a 37ºC. 
 
 
a
o
 
 
a
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H2O2 
(%) 
0h 12h 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 
0 22,90± 
1,94 
47,40± 
7,42 
67,40± 
6,23 
82,44± 
6,22 
87,00± 
0,87 
92,10± 
0,41 
97,4± 
1,61 
98,80± 
0,29 
100 
0,003 22,90± 
1,94 
63,40± 
7,75 
83,60± 
4,99 
98,40± 
0,88 
99,45± 
0,19 
99,80± 
0,13 
100 100 100 
0,03 22,90± 
1,94 
98,78±0
,70 
99,78±0
,15 
99,89±0
,11 
100 100 100 100 100 
Los valores son la media ± error estándar. 
 
 
 
 
 
H2O2 
(%) 
0h 12h 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 
0 8,60± 
1,65 
8,90± 
2,05 
12,40± 
1,68 
14,00± 
2,85 
17,40± 
1,00 
22,00± 
0,62 
25,80± 
2,38 
30,80± 
0,68 
36,70± 
2,27 
0,003 8,60± 
1,65 
16,00± 
2,88 
24,80± 
3,70 
39,40± 
7,41 
43,70± 
0,932 
48,00± 
0,67 
53,20± 
7,50 
63,10± 
0,57 
71,11± 
6,40 
0,03 8,60± 58,89± 78,44± 94,11± 96,60± 97,90± 100 100 100 
1,65 10,07 9,54 3,90 0,16 0,28 
Los valores son la media ± error estándar. 
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Tabla 12. Frecue utas de lo e cometa en ensiones contrados en una muestra 
de semen normozoospérmica (control) 2O2 o digerida con  Alu I ( . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 13. Frecuencias absolutas de los tipos de cometa en dos dimensiones (2D) encontrados en una muestra 
de leucocitos humanos tratada con H2O2 o digerida con  Alu I (n = 500). 
ncias absol s tipos d dos dim (2D) en
 tratada con H n = 500)
 
 
 
 
 
 316
TABLAS 
 
 
 
Tratamiento Sin daño 
DSB 
bajo 
DSB 
alto 
SSB 
bajo 
SSB 
alto 
SSB bajo 
DSB bajo 
SSB bajo 
DSB alto 
SSB alto 
DSB bajo 
SSB alto 
DSB alto 
Control 423 4 0 18 48 2 2 1 2 
H2O2 ( %  )          
0,03 48* 2 1 296* 144* 1 3 3 2 
0,15 2* 2 2 68* 421* 1 2 1 1 
0,30 0* 1 2 24* 467* 1 2 1 2 
Alu I (min)          
15 274* 25* 154 1* 12* 6 8* 0 20* 
25 0* 2 143 0* 0* 0 322* 0 33* 
DSB = roturas de ADN de cadena doble, SSB = roturas de ADN de cadena sencilla. 
ente diferentes del control,  X2, p<0,05. 
 
 
 
*Los valores son significativam
Tratamiento Sin daño 
DSB 
bajo 
DSB 
alto 
SSB 
bajo 
SSB 
alto 
SSB bajo 
DSB bajo 
SSB bajo 
DSB alto 
SSB alto 
DSB bajo 
SSB alto 
DSB alto 
Control 394 16 1 25 31 14 8 6 5 
H2O2 ( %  )          
0,03 39* 12 2 302* 78* 21 15 26 5 
0,15 0* 17 3 42* 385* 13 12 20 8 
0,30 0* 18 2 10* 423* 15 11 11 10 
Alu I (min)          
15 144* 46* 183 5* 19* 42 17* 32 12* 
25 0* 00 282 0* 12* 133 29* 24 20* 
DSB = roturas de ADN de cadena doble, SSB = roturas de ADN de cadena sencilla. 
*Los valores son significativamente diferentes del control,  X2, p<0,05. 
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Tabla 14. Análisis de comparación múltiple. El análisis de comparación múltiple indicó que las variables Media de 
grises y Mínimo de grises juntas presentan valores significativamente distintos en todos los tipos de cometa 
analizados. Estas dos variables serían capaces de clasificar las células analizadas en cada uno de los tipos de 
cometa establecidos de visu. 
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P valor Tipo celular I Tipo celular J Media de grises Mínimo de grises 
SSB bajo <0,001 0,017 
SSB alto <0,001 0,001 
DSB alto SSB bajo <0,001 <0,001 
Normal 
DSB alto SSB alto <0,001 1,000 
Normal <0,001 0,017 
SSB alto <0,001 1,000 
SSB bajo 
0,001 
DSB alto SSB bajo <0,001 <0,001 
DSB alto SSB alto <0,001 1,000 
Normal <0,001 
SSB bajo <0,001 1,000 
DSB alto SSB bajo <0,001 0,005 
DSB alto SSB alto <0,001 1,000 
Normal <0,001 <0,001 
SSB alto 
SSB bajo <0,001 <0,001 
SSB alto <0,001 0,005 
DSB alto SSB bajo 
DSB alto SSB alto 0,671 0,010 
Normal <0,001 0,179 
SSB bajo <0,001 1,000 
SSB alto <0,001 1,000 
DSB alto SSB alto 
DSB alto SSB bajo 0,671 0,010 
DSB = roturas de ADN de cadena doble, SSB = roturas de ADN de cadena sencilla. 
*Las diferencias entre el tipo celular I y J son significativas, ANOVA, p<0,05.  
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ter e intra ensayo del cometa en dos dimensiones (2D). Frecuencias de los tipos de 
2D encontrados en cinco ensayos diferentes (A,B,C,D,E) y la variabilidad inter-ensayo estimada. 
Frecuencias de los tipos de cometa 2D encontrados en cinco medidas del mismo ensayo (A,1-5) y la variabilidad 
intra-ensayo estimada. DFI= Indice de fragmentación de ADN.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 15. Variabilidad in
cometa 
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Ensayo Sin daño 
SSB 
bajo 
SSB 
alto 
DSB 
bajo 
DSB 
alto 
SSB bajo 
DSB bajo 
SSB alto 
DSB alto 
SSB-
DFI 
DSB-
DFI 
A 81,1 3,0 9,0 4,0 1,5 0,6 0,8 13,4 6,9 
B 80,4 3,6 9,6 3,6 2,0 0,4 0,4 14,0 6,4 
82,4 3,2 8,0 4,2 1,0 0,6 0,6 12,4 6,4 
78,4 3,6 9,6 4,6 2,2 0,8 0,8 14,8 8,4 
77,1 4,0 9,4 5,0 2,5 1,0 1,0 15,4 9,5 
bilidad 79,88± 
1,9 
3,48± 
0,35 
9,12± 
0,60 
4,28± 
0,48 
1,84± 
0,53 
0,68± 
0,20 
0,72± 
0,20 
14± 
1,05 
7,52± 
1,23 
C 
D 
E 
Varia
Intra ensayo  
A1 76,7 3,9 10,0 5,1 1,2 1,6 1,5 17,0 9,4 
A2 79,0 3,8 9,0 5,2 1,0 1,0 1,0 14,8 8,2 
76,9 4,1 9,2 6,0 1,4 1,2 1,2 15,7 9,8 
77,8 3,7 8,9 4,8 1,2 1,8 1,8 16,2 9,6 
75,2 4,5 10,0 5,0 2,0 1,3 2,0 17,8 10,3 
bilidad 77,12± 
1,26 
4±0,28 9,42± 
0,48 
5,22± 
0,41 
1,36± 
0,41 
1,38± 
0,29 
1,5± 
0,37 
16,3± 
1,04 
9,46± 
0,70 
A3 
A4 
A5 
Varia
Inter ensayo  
DSB = roturas de ADN de cadena doble, SSB = roturas de ADN de cadena sencilla. 
ores de la variabilidad intra e inter ensayo son la media ± desviación estándar. Los val
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olumen, concen otilid e de fr ió  (DF  índice de d adación 
, índice de fragmenta N de  sencil  D  las uestras nalizadas 
después de la recu dian ientes y up.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 17. Volumen, concentración, motilidad, índice de fragmentación de ADN (DFI-SCD), índice de degradación 
(DDI), índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (DFI ss) y doble (DFI ds) de las muestras de semen 
puro y de las muestras recuperadas normozoospérmicas y no normozoospérmicas. 
 
 
 
Tabla 16. V tración, m ad, índic agmentac n de ADN I-SCD), egr
(DDI) ción de AD  cadena la (DFI ss) y doble ( FI ds) de m a
swim antes y peración me te grad
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Parámetros seminales Semen puro Semen recuperado Gradiente de densidad 
Semen recuperado 
Swim up 
Volumen (ml) 3,34±0,13 0,34±0,11* 0,35±0,002* 
Concentracion (x106/ml) 52,23±2,54 26,13±2,68* 39,67±2,21* 
Motilidad (%A +% B) 53,30%±1,08% 82,71%±1,98%* 82,82%±0,96%* 
DFI-SCD (%) 28,88%±1,31% 7,63%±2,19%* 15,38%±1,49%* 
DDI  (%) 8,76%±0,56% 2,31%±0,83%* 2,90%±0,45%* 
DFI ss (%) 45,26%±3,22% 19,50%±7,95%* 39,76%±3,68% 
DFI ds (%) 13,93%±1,19% 5,50%±2,12%* 5,43%±0,93%* 
Los valores son la media ± error estándar. 
cativamente distinto del semen puro o total, U Mann Whitney, p<0,05. * El grupo es  signifi
 
 
 
 
 
Semen puro Semen recuperado 
Parámetros seminales Espermiograma 
normal si 
Espermiograma 
normal no 
Espermiograma 
normal si 
Espermiograma 
normal no 
en (ml) 3,42±0,17 3,46±0,23 0,35±0,003 - Volum
Concentración (x106/ml) 58,16±3,97* 48,04±3,77* 43,01±2,24* 13,62%±3,08* 
Motilidad (%A + B)  60,96%±0,98%* 44,23%±1,38%* 82,98%±0,87% 81,21%±3,97% 
DFI-SCD (%) 25,24%±1,76%* 32,31%±2,08%* 2,53%±0,41%* 7,08%±2,20%* 
DDI  (%) 7,03%±0,63%* 10,57%±0,99%* 40,45%±4,04% 42,23%±11,61% 
DFI ss (%) 45,31%±4,34% 41,76%±5,27% 39,00%±4,01% 41,15%±11,67% 
DFI ds (%) 12,78%±1,58% 15,14%±2,01% 5,29%±1,04% 7,00%±2,34% 
Los valores son la media ± error estándar. 
encias entre las muestras normozoospérmicas y las no normozoospérmicas  son  significativas, U 
hitney, p<0,05. 
* Las difer
Mann W
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centración, motilidad, índice de 
agmentación de ADN (DFI-SCD), índice de degradación (DDI), índice de fragmentación de ADN de cadena 
sencilla (DFI ss) y doble (DFI ds) de las muestras de semen puro y recuperadas normozoospérmicas y no 
normozoospérmicas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 18. Correlaciones. Correlaciones de los parámetros volumen, con
fr
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 Volumen Concentración Motilidad (%A+B) 
DFI-
SCD DDI DFI ss DFI ds 
Volumen 1,000*       
Concentración -0,232* 1,000*      
Motilidad (%A+B) -0,709* -0,234* 1,000*     
DFI-SCD 0,475* 0,147* -0,539* 1,000*    
DDI 0,570* 0,101 -0,561* 0,705* 1,000*   
DFI ss 0,138* 0,093 -110 0,252* 0,205* 1,000*  
DFI ds 0,397* 0,183* -0,468* 0,556* 0,500* 0,234* 1,000* 
* La correlación Rho de Spearman es significativa, p<0,05. 
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abla 19. Regresión lineal. Análisis de regresión lineal del índice de fragmentación de ADN calculado con el test 
(DFI-SCD) y del índice de degradación de ADN (DDI) con el índice de fragmentación de ADN de cadena 
ncilla (DFI ss) y doble (DFI ds). 
  
 
 
 
 
 
ntració ad, índice d entación de I-SCD), índi gradación 
DFI ss) y doble (DFI ds) de las muestras de semen 
cuperadas utilizadas en inseminación artificial intrauterina (IUI) con resultado de embarazo positivo y negativo. 
 
 
T
SCD 
se
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 20. Volumen, conce n, motilid e fragm ADN (DF ce de de
(DDI), índice de fragmentación de ADN de cadena sencilla (
re
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Variable independiente Variable dependiente R
2 p 
DFI ss R2 =0,032* 0,005 DFI-SCD DFI ds R2=0,277* 0,000 
DFI ss R2 =0,008 0,152 DDI DFI ds R2=0,058* 0,000 
* La regresión lineal es significativa, p<0,05. 
 
 
 
 
 
Parámetros seminales Embarazo si Embarazo no 
Volumen (ml) - 0,35±0,001 
Concentracion (x106/ml) 48,25±7,14* 34,53±2,43* 
Motilidad (%A + B) 82,04%±2,25% 83,18%±0,93% 
DFI-SCD (%) 23,69%±5,83% 13,81%±1,54% 
DDI  (%) 3,75%±1,53% 3,09%±0,59% 
DFI ss+ds (%) 49,75%±10,28% 35,06%±4,32% 
DFI ss (%) 48,63%±1,47% 33,61%±4,31% 
DFI ds (%) 6,56%±2,27%* 4,81%±0,71%* 
Los valores son la media ± error estándar. 
Las diferencias entre los grupos son significativas, U Mann Whitney, p<0,05. * 
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Tabla 21. Volumen, , motilidad, índice de fragmentación de ADN (DFI-SCD), índice de degradación 
(DDI), índice de fra  ADN encilla ) y doble ( edia ± error estándar) del 
semen total y recupe muestras utilizadas en FIV/ICSI con éxito y fracaso de embarazo. 
 
 
 
 
 
 
Tabla 22.  Valores de etros medidos mediante análisis de imagen en los dos tipos de espermatozoides 
presentes en una muestra de semen de c esada t SCD. 
 
 
 
 
 
 
orrelac de ros indicadores de la calidad seminal: índice de 
ión de ADN (DFI), motilidad, integridad acrosómica y de membrana.  
 
 
 concentración
gmentación de
rado de las 
de cadena s  (DFI ss DFI ds) (m
 los parám
erdo proc  con el tes
T
fragmentac
abla 23. Correlaciones. C iones los parámet
 328
TABLAS 
 
Semen puro Semen recuperado Parámetros seminales Embarazo si Embarazo no Embarazo si Embarazo no 
Volumen (ml) 3,26±0,28 4,39±0,65 - - 
Concentracion (x106/ml) 50,38±6,67 43,40±5,42 36,50±6,74 32,75±4,59 
Motilidad (%A + B) 52,88%±2,08% 53,69%±1,26% 82,23%±1,46% 83,15%±1,07% 
DFI-SCD (%) 24,06%±2,35%* 39,90%±5,61%* 14,69%±3,17% 15,00%±5,03% 
DDI (%) 6,88%±0,87% 11,60%±2,52% 2,00%±0,78% 3,88%±1,26% 
DFI ss+ds (%) 46,69%±8,55% 50,20%±8,90% 29,75%±8,81%* 57,88%±15,50%* 
DFI ss (%) 44,13%±8,98% 42,80%±9,85% 29,69%±8,83% 55,75%±16,42% 
DFI ds (%) 10,06%±2,53% 20,10%±6,72% 2,88%±0,96% 3,75%±2,13% 
Los valores son la media ± error estándar. 
* Las diferencias entre los grupos son  significativas, U Mann Whitney, p<0,05. 
 
 
Tipo de 
espermatozoide Píxeles Suma de grises Media de grises 
Fragmentado 32290,93±2158,56* 1,3481E6±39603,42* 47,18±1,68* 
No fragmentado 17342,26±1165,34* 960326,56±37936,96* 60,20±3,55* 
Los valores son la  media ± error estándar. 
encias entre los grupos son significativas, U Mann Whitney, p<0,05. * Las difer
 
 
 
 DFI Motilidad Integridad acrosómica 
Integridad de 
membrana 
DFI 1,000    
Motilidad 0,612* 1,000   
Integridad acrosómica 0,610* 0,938* 1,000  
Integridad d  membrana 0,626* 0,924* 0,911* 1,000 e
* La correlación es significativa, Rho de Spearman , p<0,05. 
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Tabla 24. Correlaciones. Correlaciones de los parámetros indicadores de la calidad seminal: índice de 
fragmentación de ADN (DFI), motilidad, integridad acrosómica y de membrana en muestras incubadas en 
tampón fosfato y Acromax a 34 y 37ºC. 
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  DFI Motilidad Integridad 
acrosómica 
Integridad de 
membrana 
Acromax 15ºC DFI 1,000    
 Motilidad 0,112 1,000   
 Integridad 
acrosómica 
-0,079 0,756* 1,000  
 Integridad de 
membrana 
-0,087 0,825* 0,738* 1,000 
  DFI Motilidad Integridad 
acrosómica 
Integridad de 
membrana 
Acromax 37ºC DFI 1,000    
 Motilidad -0,048 1,000   
 Integridad 
acrosómica 
-0,113 0,962* 1,000  
 Integridad de 
membrana 
-0,099 0,948* 0,956* 1,000 
  DFI Motilidad Integridad 
acrosómica 
Integridad de 
membrana 
PBS 15ºC DFI 1,000    
 Motilidad -0,861* 1,000   
 Integridad 
acrosómica 
-0,906* 0,968* 1,000  
 Integridad de 
membrana 
-0,886* 0,957* 0,969* 1,000 
  DFI Motilidad Integridad 
acrosómica 
Integridad de 
membrana 
PBS 37ºC DFI 1,000    
 Motilidad -0,791* 1,000   
 Integridad 
acrosómica 
-0,748* 0,922* 1,000  
 Integridad de 
membrana 
-0,787* 0,990* 0,921* 1,000 
* La correlación es significativa, Rho de Spearman, p<0,05. 
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Tabla 25. Correlaciones. Correlaciones de los parámetros seminales: índice de fragmentación (DFI), 
concentración, vitalidad, anomalías morfológicas, integridad acrosómica, integridad de membrana y motilidad 
progresiva. 
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 DFI (%) 
Concentración 
(millones /ml) 
Vitalidad 
(%) 
Anomalías 
morfológicas 
(%) 
Integridad 
acrosómica 
(%) 
Integridad de 
membrana (%) 
Motilidad 
progresiva 
(%) 
DFI %) 1,000       (
Concentración 
(millones/ml) 0,194 1,000      
Vitalidad (%) 0,098 0,031 1,000     
Ano alías m
morfológicas (%) 0,086 -0,179 0,246 1,000    
Integridad 
acrosómica (%) 0,340 0,418 -0,645* -0,223 1,000   
Integridad de 
membrana (%) 0,239 0,147 0,750* 0,230 -0,601* 1,000  
Motilidad progresiva 
(%) 0,083 0,220 0,587* -0,065 -0,273 0,731* 1,000 
* La correlación es significativa, Rho de Spearman, p<0,05. 
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Tabla 26. Anomalías morfológicas major  y minor en espermatozoides de toro (Blom 1973). 
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Anomalías morfológicas major 
 
Anomalías morfológicas minor  
Poco desarrollado Cabeza estrecha 
Forma doble Cabeza estrecha pequeña 
Defecto de acrosoma* Cabeza gigante 
“Diadem defect” o diadema de 
cráteres* 
Cabeza suelta normal 
Cabeza en forma de pera Membrana acrosómica desprendida 
Cabeza estrecha en la base Implantación anómala de la cola 
Contorno anormal Gota citoplasmática distal 
Cabeza pequeña anormal Cola truncada 
Cabeza suelta anormal* Cola enrollada 
Corkscrew defect Otras células 
“Stump tail” o cola corta*  
Gota citoplasmática proximal   
Pseudogota  
"Dag" defect o alteración de la pieza 
intermedia 
 
Cuello roto  
                    * Anomalías de origen genético. 
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abla 27. Anomalías morfológicas major y minor presentes en los espermatozoides con el ADN fragmentado, no 
fragmentado y en el total de espermatozoides encontrados en las 18 muestras analizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
T
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Anomalías morfológicas Espermatozoidesno fragmentados 
Espermatozoides
fragmentados 
Espermatozoides
Total  
Major    
Formas dobles 0,00 ± 0,00 * 2,55 ± 1,04 * 1,28 ± 0,56 
Cabeza en forma de pera 0,08 ± 0,04 * 5,77 ± 1,91 * 2,92 ± 1,06 
eza estrecha en la base 0,00 ± 0,00 3,03 ± 1,76 1,52 ± 0,90 
eza pequeña anormal 0,00 ± 0,00 * 5,52 ± 1,08 * 2,76 ± 0,72 
eza libre anormal 0,33 ± 0,13 * 15,47 ± 2,69 * 7,90 ± 1,87 
tump tail” o cola corta 0,00 ± 0,00 * 5,15 ± 1,22 * 2,57 ± 0,75 
ola en látigo 0,02 ± 0,02 4,25 ± 1,76 2,14 ± 0,94 
ag" defect o alteración de la pieza 
termedia 0,66 ± 0,28 3,54 ± 1,90 2,10 ± 0,98 
otal Major 1,30 ± 0,39 * 46,88 ± 4,93 * 7,07±0,98 
Cab
Cab
Cab
“S
C
Gota citoplasmática proximal 0,00± 0,00 2,37 ± 1,23 1,19 ± 0,64 
"D
in
T
Minor    
Cabeza gigante 0,23 ± 0,11 2,71 ± 1,45 1,47±0,75 
Cola truncada 0,58 ± 0,32 1,72 ± 1,03 1,15±0,54 
ola enrollada 13,02 ± 1,88 * 5,87± 1,70 * 9,45±1,40 
otal Minor 16,78 ± 2,46 14,46 ± 3,22 16,90±2,26 
C
T
Total Major + Minor 18,08 ± 2,66 * 61,34 ± 5,00* 23,97±2,40 
Los valores son la  media ± error estándar. 
Las diferencias entre los espermatozoides fragmentados y no fragmentados son significativas, U Mann Whitney, 
0,05. 
*
p<
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Tabla 28. Índice de fragmentación, índice de maduración con cromomicina A3 (CMA3+), índice de maduración 
con azul de anilina (AB+) medios de los espermatozoides presentes en cada una de las tres regiones 
macroscópicas del epidídimo estudiadas. El índice de fragmentación calculado para los espermatozoides de la 
región caput del epidídimo es significativamente (ANOVA y corrección de Bonferroni, p<0.05) superior a la de los 
espermatozoides del corpus y cauda. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los índices 
de maduración calculados en cada una de las tres regiones del epidídimo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 29. Parámetros evaluados en el grupo de los 19 caballos analizados en muestras de semen fresco y 
congelado.  
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DFI (%) 
 
CMA3+ (%) 
 
AB+ (%) 
 
Caput 
 
53,29±4,49* 
 
1,14±0,26 
 
0,57±0,30 
 
Corpus 
 
27,71±1,43* 
 
1,00±0,31 
 
0,71±0,36 
 
Cauda 
 
18,86±1,95* 
 
0,71±0,18 
 
0,43±0,20 
Los valores son la media ± error estándar. 
*Las diferencias son significativas, ANOVA, p<0,05.  
 
 
 
Parámetros seminales Semen fresco Semen congelado 
Motilidad (%) 33,957±3,02* 26,265±2,77* 
Nº total de espermatozoides (x109) 4,441±0,54 - 
Morfología anormal (%) 42,348±2,35** 34,782±2,09** 
Anchura del escroto (cm) 9,513±0,05 - 
Integridad de membrana (%) 46,435±2,89* 31,174±2,13* 
Tasa de embarazo 71,783±1,99 - 
Nº de servicios por embarazo 2,826±0,31 - 
Índice de fragmentación - 14,93±2,77 
Los valores son la media ± error estándar.  
*Las diferencias entre los grupos son significativas, p<0,05, U Mann Whitney test. 
**Las diferencias entre los grupos son significativas, p<0,05, ANOVA. 
 
 
 339
LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN EN ESPERMATOZOIDES DE MAMÍFEROS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 30. Correlaciones. Correlaciones de los parámetros evaluados en las muestras de semen fresco.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 31. Correlaciones. Correlaciones de los parámetros evaluados en las muestras de semen descongelado.  
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 Motilidad Morfología normal 
Integridad de 
membrana 
Tasa de 
embarazo NSE DFI (%) 
Motilidad 1,000      
Morfología normal 0,717* 1,000     
Integridad de membrana -0,481* -0,508* 1,000    
Tasa de embarazo 0,706* 0,680* -0,744* 1,000   
NSE -0,649* -0,554* 0,624* -0,761* 1,000  
DFI -0,693* -0,676* 0,347 -0,527* 0,630* 1,000 
DFI=Índice de fragmentación. NSE= Número de servicios por embarazo. 
* La correlación es significativa, Rho Spearman, p<0,05. 
 
 
 
 
 
 
 Motilidad Morfología normal 
Integridad de 
membrana 
Tasa de 
embarazo NSE DFI (%) 
Motilidad 1,000      
Morfología normal 0,733* 1,000     
Integridad de membrana 0,716* 0,781* 1,000    
Tasa de embarazo 0,676* 0,645* 0,609* 1,000   
NSE -0,624* -0,560* -0,659* -0,761* 1,000  
DFI -0,739* -0,687* -0,687* -0,527* 0,630* 1,000 
DFI=Índice de fragmentación. NSE= Número de servicios por embarazo. 
* La correlación es significativa, Rho Spearman, p<0,05. 
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Tabla 32. Parámetros evaluados en los grupos de caballos con fertilidad alta y baja. 
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Tipo de muestra Semen fresco Semen congelado 
Grupo de caballos con Fertilidad alta Fertilidad baja Fertilidad alta Fertilidad baja 
Motilidad (%) 42,69±6,20* 14,00±2,65* 34,56±6,14* 8,5714±2,15* 
Nº total de espermatozoides (x109) 5,94±1,39** 1,02±0,72** 5,94±1,39** 1,02±0,72** 
Morfología normal (%) 47,63±9,09** 30,29±4,07** 39,69±7,42** 23,57±4,39** 
Anchura del escroto (cm) 9,56±0,21 9,41±0,24 - - 
HOST test positivos (%) 54,94±4,64* 27,00±4,32* 37,38±3,52* 17,00±3,96* 
Tasa de embarazo 76,94±5,30** 60,00±5,42** - - 
Nº de servicios por embarazo 2,00±0,52* 4,71±1,11* - - 
Índice de fragmentación - - 7,47±4,41* 32±10,58* 
* Las diferencias son significativas, U Mann Whitney, p<0,05.  
** Las diferencias son significativas, ANOVA, p<0,05.  
Se comparan las muestras de semen fresco de caballos de fertilidad alta con las de semen fresco de caballos de 
fertilidad baja y las muestras de semen congelado de caballos de fertilidad alta con las de semen congelado de 
caballos de fertilidad baja. 
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Tabla 33. Índice de fragmentación de ADN calculado mediante SCD en cada uno de los grupos estudiados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 34. Índice de fragmentación de cadena sencilla (DFI ss) de las muestras de semen analizadas tratadas de 
manera independiente con concentraciones crecientes de H2O2. 
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GRUPO 
 
DFI (%) 
Control 1 6,40±1,30 
Vacunados 1 63,42±3,35* 
Vacunados 2 21,72±4,22* 
Control 2 5,71±0,75 
Los valores son la media ± error estándar. 
* El grupo es  significativamente distinto del control, ANOVA, p<0,05. 
 
 
 
 
  Individual 
 
Control 
 
0.003 H2O2
 
0.03 H2O2
 
0.3 H2O2
1 20,3 21,2 35,6 80,5 Mus musculus 2 16,4 17 31,2 82,6 
1 15 13,6 55,1 95,7 Homo sapiens 2 14,3 15,3 60,9 98,7 
1 3,5 3,9 5,7 30,2 Sus domesticus 2 5 4,6 6,9 43,1 
1 60,4 92,6 100 100 Phascolarctos cinereus 2 52 96,1 100 100 
1 34,7 79,1 93 100 Macropus giganteus 2 41 82,3 100 100 
1 49,2 84,9 100 100 Vombatus ursinus 2 51 92 100 100 
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